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RESUMO

O cancer de bexiga urinaria ndo-musculo invasivo (CBNMI) representa 70%
dos carcinomas uroteliais e embora tenham uma sobrevivéncia prolongada, os
pacientes que sofrem desta doenca apresentam alta taxa de recorréncia e
progressdao tumoral. O tratamento primdrio do CBNMI baseia-se no tratamento
cirdrgico através da resseccdo transuretral (RTU), seguido da imunoterapia
intravesical com Bacillus Calmette-Guerin (BCG), no entanto, o uso do BCG associa-
se a efeitos colaterais em mais de 90% dos pacientes tratados. A incidéncia de
efeitos adversos é reduzida com os quimioterapicos, entretanto a recorréncia
tumoral ainda é elevada. Diante deste cendario, tratamentos alternativos tém sido
propostos para o tratamento do CBNMI, sendo assim, combinacdes de modalidades
terapéuticas, tais como a administracio de agentes quimioterapicos, como a
Cisplatina por exemplo, e a imunoterapia com OncoTherad (MRB-CFI-1) podem
constituir uma promissora alternativa terapéutica para o CBNMI na falha ou recidiva
do BCG. Assim, os objetivos deste estudo foram caracterizar e comparar os efeitos
histopatoldgicos das estratégias terapéuticas utilizando Cisplatina e OncoTherad
(MRB-CFI-1), isolados e em combinag¢do, no tratamento do CBNMI induzido
guimicamente em ratos, bem como estabelecer a interacdo destas estratégias
terapéuticas com os principais marcadores prognosticos do CBNMI na sobrevida - 30,
90 e 180 dias - pds-tratamento. Nossos resultados demonstraram que as estratégias
terapéuticas testadas neste estudo foram eficazes no tratamento do CBNMI, pois
ndao promoveram perda de peso corporal, promoveram inibicdo da progressao
tumoral e apresentaram taxas de sobrevida maiores do que as estimadas para os
doentes que sofrem dessa neoplasia. Além disso, nas andlises de Imunomarcagao
observamos que o tratamento com OncoTherad promove o aumento na
imunorreatividade de proteinas reguladoras, como PTEN e p21, além da diminuicdo
da imunorreatividade da proteina p53, demonstrando a contribuicdo positiva do
OncoTherad na regulagdo do ciclo celular. Diante dos resultados obtidos, podemos
concluir que as estratégias terapéuticas baseadas no uso do OncoTherad e Cisplatina,
isolado ou em combinacdo, podem constituir uma promissora alternativa para o

tratamento do CBNMI.



ABSTRACT

Non-muscle-invasive urinary bladder cancer (NMIBC) represents 70% of the
urothelial carcinomas and although the patients suffering from this disease have a
prolonged survival, they present a high rate of tumor recurrence and progression.
The primary treatment of NMIBC is surgical treatment through transurethral
resection (TUR), followed by intravesical immunotherapy with Bacillus Calmette-
Guerin (BCG), without regard to the fact that the use of BCG is associated with side
effects in more than 90% treated patients. The incidence of adverse effects is
reduced with chemotherapy, however, tumor recurrence is still high. In view of this
scenario, alternative treatments for NMIBC have been proposed: combinations of
therapeutic modalities, such as the administration of chemotherapeutic agents,
Cisplatin for example, and immunotherapy with OncoTherad (MRB-CFI-1) may
constitute a promising therapeutic alternative for NMIBC in BCG failure or relapse.
Thus, the objectives of this study were to characterize and compare the
histopathological effects of therapeutic strategies using Cisplatin and OncoTherad
(MRB-CFI-1), isolated or in combination, in the treatment of chemically induced
NMIBC in rats, as well as to establish the interaction of these therapeutic strategies
with the main prognostic markers of NMIBC in survival - 30, 90 and 180 days - post-
treatment. Our results demonstrated that the therapeutic strategies tested in this
study were effective in the treatment of NMIBC, as they did not promote loss of
body weight, promoted inhibition of tumor progression and had higher survival rates
than those estimated for patients suffering from this neoplasm. In addition, in
Immunomarking analyzes, we observed that treatment with OncoTherad promotes
an increase in the immunoreactivity of regulatory proteins, such as PTEN and p21, in
addition to a decrease in the immunoreactivity of the p53 protein, demonstrating
the positive contribution of OncoTherad in the regulation of the cell cycle. In view of
the results obtained, we can conclude that therapeutic strategies based on the use
of OncoTherad and Cisplatin, isolated or in combination, can constitute a promising

alternative for the treatment of NMIBC.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Carcinoma de Bexiga Urindria Ndo-Musculo Invasivo (CBNMI)

O carcinoma de bexiga urindria (CB) é a segunda doenca maligna mais comum
do trato urinario (Altekruse et al., 2010; Zhang et al., 2011; Siegel et al., 2012). De
acordo com a Associacdo Europeia de Urologia o CB é considerado comum, sendo o
décimo primeiro cancer mais diagnosticado em todo o mundo (Babjuk et al., 2016).
Globalmente, a cada ano, cerca de 400 000 novos pacientes sdo diagnosticados com
CB e mais de 150 000 morrem da doenca (Rafnar et al., 2011). Para 2019 a Sociedade
Americana para o Cancer estimou cerca de 80.470 novos casos de CB nos Estados
Unidos, sendo 61.700 em homens e 18.770 em mulheres, além de prever 17.670
mortes por CB, sendo 12.870 homens e 4.800 mulheres (American Cancer Society,
2019). Ja para o Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) no
biénio de 2018 a 2019 serdao 9.480 novos casos de CB por ano, sendo 6.690 homens
e 2.790 mulheres. Em 2017 foram notificadas 4.355 mortes por CB, sendo 3.021
homens e 1.334 mulheres, o que demonstra o drastico aumento na prevaléncia
desse tipo de tumor (INCA, 2019).

A incidéncia do CB vem aumentando progressivamente e, apesar de poder
ocorrer em qualquer idade, a incidéncia de cancer de bexiga aumenta diretamente
com a idade, sendo o diagndstico mais frequente na 62 e 72 décadas de vida.
Entretanto, embora as taxas de incidéncia tenham aumentado levemente desde os
anos 80, as taxas de mortalidade pelo CB tém diminuido, talvez devido a deteccdo
precoce, cirurgias menos agressivas, quimioterapia combinada e aumento do uso da
imunoterapia (Netto Jr. et al.,, 1999). Em geral, o CB é cerca de 3 a 4 vezes mais
comum em homens do que em mulheres, porém a sobrevida das mulheres é pior
com esse tipo de tumor, e especula-se que a alta agressividade do CB nas mulheres é
decorrente do desbalango hormonal, que surge a partir da quinta década de vida,
pois embora a bexiga urinaria seja secundariamente regulada por hormonios sexuais
esteroides, o urotélio normal e os tumores uroteliais sdo responsivos aos

andrégenos e estrogenos (Garcia et al., 2015).



17

Estruturalmente, a bexiga de mamiferos caracteriza-se por ser um érgao oco,
com a parede compreendendo as camadas serosa, muscular, sub-mucosa, mucosa e
lamina prépria, com uma camada de células epiteliais transicionais de origem
endodermal cobrindo a superficie interna da bexiga urinaria, denominada urotélio
(Lewis, 2000). O mecanismo para o desenvolvimento do CB tem como origem a
hiperplasia urotelial, progredindo para atipia e posterior desenvolvimento da
neoplasia. Mais de 70% da incidéncia de CB é superficial, tumor ndo-musculo
invasivo (CBNMI), ou seja, que se restringe ao urotélio, e a ocorréncia de uma
doenca invasiva é ocasional (Kroft & Oyasu, 1994; Montironi & Lopez-Beltran, 2005;
Reis et al., 2009; Zhang et al., 2011; Askeland et al., 2012). Nos pacientes que
apresentam a doenca ndo-musculo invasiva (CBNMI), os tumores superficiais sdao
classificados em trés estagios: pTis - carcinoma in situ; pTa — carcinoma papilifero
sem invasdo da lamina prdépria e pT1 - tumor confinado a mucosa e submucosa da
bexiga, invade o tecido conjuntivo, mas ndo a camada muscular da bexiga (Ro et al.,
1992; Epstein et al., 1998), ocorrendo em 10%, 70% e 20%, respectivamente (INCA,
2018). Embora tenham uma sobrevivéncia prolongada, estes pacientes sofrem de
uma alta taxa de recorréncia do tumor. Desta forma, a natureza recidivante do CB
representa um enorme fardo sobre os sistemas de cuidados de saude, uma vez que,
50% dos tumores ndo-musculo invasivos recorrem em até 4 anos apds o tratamento
e 11% evoluem para o fendtipo invasivo (Shimada et al.,, 2011; Zhang et al., 2011;
Askeland et al.,, 2012). Atualmente, a modalidade padrdao de tratamento para CB
invasivo é cistectomia radical e a quimioterapia sistémica é geralmente reservada
para pacientes com doenga metastatica, no entanto estes regimes de tratamento
fornecem apenas um beneficio limitado e sdo raros os casos de remissao completa.

O motivo para o aumento nos casos de CB pode estar ligado a alguns habitos,
situacOes ou caracteristicas genéticas dos pacientes, que apresentam predisposicao
ao desenvolvimento da doenca. A primeira correlagdo etioldgica estabelecida para o
CBNMI foi descrita em 1975, quando Hunstein e Rehn observaram uma incidéncia
maior desta doenca em individuos que trabalhavam em industrias quimicas na
Alemanha. Desde entdo, o melhor conhecimento da biologia molecular permitiu a
identificacdo de varios fatores envolvidos na carcinogénese, no diagndstico, na

progressdao, na recorréncia e nos fatores que determinam a metastizacdo dos
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tumores de bexiga (Ferreira & Rocha, 2004). O cancer de bexiga é um dos principais
e mais conhecidos exemplos de carcinogénese de contato. Carcinégenos absorvidos
pela pele, inalados ou ingeridos via oral tém seu mecanismo de excrec¢do via renal e
com isso sdo concentrados na urina, entrando, portanto, em contato com o urotélio
muitas vezes em altas concentra¢gdes. Com essa exposicdo, o urotélio sofre
alteragdes pré-neoplasicas (displasias) que podem permanecer definitivamente
como tal ou entdo progredir para neoplasia estabelecida, na dependéncia da
continuidade do estimulo (Ferreira & Rocha, 2004). Um numero significativo de
fatores de risco tem sido relacionado ao desenvolvimento do CB, como a exposicdo a
agentes cancerigenos quimicos. Cerca de 20% dos casos de cancer de bexiga estdo
associados a exposicdo ocupacional a aminas aromaticas e a substancias quimicas
organicas em uma série de atividades profissionais. Os produtos quimicos ligados ao
maior risco de desenvolver a doenca incluem arsénico e produtos quimicos utilizados
na fabricacdo de tintas, borracha, couro, téxteis e produtos de pintura. No entanto,
segundo dados do registro da base populacional do INCA o maior fator de risco para
o desenvolvimento do CB é o tabagismo, sendo responsdvel por cerca de 66% de
novos casos em homens e 30% em mulheres (INCA, 2018). Na meta-andlise de
estudos epidemioldgicos de Zeegers et al. (2000) sobre o impacto das caracteristicas
do tabagismo ao risco de cancer do trato urindrio, o cigarro foi apontado como um
fator que aumenta substancialmente o risco para o desenvolvimento do cancer de
bexiga. A fumaca do cigarro de tabaco contém cerca de 4.700 substancias quimicas,
muitas das quais sdo compostos genotdxicos, tais como os compostos N-nitrosos e
aminas aromaticas. A urina dos fumantes tem mostrado caracteristicas mutagénicas,
contendo o dobro da concentracdo total de aminas aromaticas quando comparada

com os compostos encontrados na urina de ndo-fumantes (Grimmer et al., 2000).

Alteracdes neoplasicas podem ser iniciadas na bexiga urindria de camundongos
e ratos no periodo de algumas semanas de tratamento com doses baixas de
carcindégenos quimicos (Crallan et al., 2006; Reis et al., 2009) que sdo instilados
diretamente na bexiga dos animais (Crallan et al., 2006). Em 1972, Hicks & Wakefield
utilizaram quatro doses de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) para rdpida inducdo do

CBNMI em ratos, demonstrando que o MNU é um carcinégeno completo. O MNU
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pode atuar como iniciador e promotor da neoplasia podendo causar persistente
metilacdo do DNA (Steinberg et al., 1990). Além disso, o MNU é conhecido por agir
diretamente sobre o urotélio, sem necessidade de ativacdo metabdlica (Steinberg et
al., 1990). Posteriormente, este modelo foi modificado e reproduziu tumores de
bexiga que sdo clinicamente observados em humanos, os quais tiveram origem
exclusiva no urotélio, foram espontdneos e ndo-implantados e histologicamente
equivalentes ao carcinoma de células transicionais, sendo, portanto, um importante

modelo para o estudo do CBNMI (Perabo et al., 2005; Reis et al., 2010).

Os modelos animais para carcinogénese de bexiga apresentam caracteristicas
semelhantes ao CBNMI desenvolvido em humanos (Reis et al.,, 2009). A
carcinogénese urotelial em roedores sofre uma sequéncia de alteragbes
morfoldgicas, iniciando com hiperplasia simples seguida de hiperplasia nodular e
papilar (Oliveira et al.,2006), progredindo posteriormente para papiloma e,
ocasionalmente, carcinomas ndo-invasivos e, finalmente, a neoplasias invasivas
(Oyasu, 1995; Cohen, 2002). Muitos tumores exofiticos induzidos em ratos sao
polipdides, geralmente pedunculados e com um padrdo de crescimento papilar
invertido (Oyasu, 1995; Cohen, 2002). A hiperplasia nodular em camundongos é
consideravelmente mais comum do que as proliferagées papiliferas, ocorrendo com
certa frequéncia com auséncia completa de hiperplasia papilar (Fukushima et al.,
1981). A estrutura e fungdo do trato urindrio inferior de roedores sdao semelhantes a
dos seres humanos e ambas as espécies exibem perfis de expressdo génica similares
no CBNMI, o que faz dos roedores um excelente modelo experimental para o CB

(Williams et al., 2008).

1.2 - Perspectivas Terapéuticas para o Cancer de Bexiga Urinaria

Nao-Musculo Invasivo (CBNMI)

O tratamento primdrio do CBNMI baseia-se no tratamento cirdrgico através da
resseccdao transuretral (RTU), seguido da imunoterapia intravesical com Bacillus
Calmette-Guerin (BCG), para diminuicdo da recidiva e prevencdo da progressdo

tumoral (Askeland et al., 2012). Os procedimentos cirurgicos periddicos para a
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resseccdo do tumor tornam o cancer de bexiga uma doencga altamente mdrbida e
fazem com que os pacientes sejam considerados grupo de risco para o
desenvolvimento neopldsico de novo. O cancer vesical, caracterizado por lesdes
superficiais (CBNMI), apresenta elevada taxa de recidiva e progressao apds resseccao
endoscopica (Askeland et al.,, 2012), 20% - 30% desses tumores apresentam
progressao e 70% recorréncia pds-tratamento exclusivo com RTU (Kemp et al., 2005;
Askeland et al., 2012). Por outro lado, sabe-se que a terapia adjuvante com BCG

diminuiu esses indices para 30% (Hall et al., 2007; Askeland et al., 2012).

Morales et al. (1976) foram pioneiros em comprovar o sucesso no tratamento
do CBNMI com BCG. Desde entdo, BCG é o tratamento de escolha para o CBNMI de
alto risco, sendo considerada a imunoterapia que apresenta melhores resultados,
superior inclusive a quimioterapia intravesical com relacdo as taxas de recorréncia e
progressao do tumor (Andreas & Brandau, 2003; Hall et al., 2007; Askeland et al.,
2012). Entretanto, atualmente had uma questdo que dificulta o uso do BCG, em 2016
a Agéncia Nacional de Vigilancia  Sanitdria  (Anvisa), por meio
da Resolugdo RE3.403/2016 determinou a suspensdo da fabricagcdo das vacinas BCG
e Imuno BCG da Fundacdo Ataulpho de Paiva (RJ), a uUnica que produzia o
medicamento no Brasil. Desde entdo, a disponibilidade desta imunoterapia tem sido
afetada, uma vez que a importacdo de medicamentos baseados em organismos vivos
ou atenuados como o BCG requer cuidado extremo e vigilancia, encarecendo o
processo. A falta de BCG representa um impacto negativo no tratamento dos
pacientes com cancer de bexiga. Sem essa vacina, tais pacientes possuem alto risco
de recidiva e progressao tumoral.

De acordo com Schamhart et al. (2000), apds a instilacdo de BCG, a parede
vesical apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por linfécitos e
granuldcitos com inducdo de resposta imune de longa duracao, 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 investigacdo (Schamhart et al., 2000). Ainda, o uso de organismos vivos e
atenuados pode causar efeitos colaterais e dificuldade em predizer resposta. Os

efeitos colaterais estao presentes em mais de 90% dos pacientes tratados com BCG,
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sendo que esses vao desde sintomas irritativos leves a moderados do trato urinario
até 6bito, passando por complicacGes graves como instabilidade hemodinamica,
febre persistente ou reagdes alérgicas comprometendo sua utilizagdo (Lamm et al.,
1986; Sylvester et al., 2002; Bhole & Brandau, 2003). No entanto, o uso de BCG é
limitado no CBNMI, ndo apenas pelos efeitos colaterais, mas também por falha do
tratamento e intolerancia que ocorrem em mais de dois tercos de todos os pacientes

(Packiam et al., 2017).

Os agentes quimioterapicos promovem menor incidéncia de efeitos adversos
locais e sistémicos, comparado ao BCG. No entanto, a resposta a quimioterapia
intravesical no tratamento do CBNMI é incompleta e a recorréncia tumoral é elevada
(superior a 80%) em pacientes com doenga nao-musculo invasiva (Zhang et al.,,

2012).

Compostos que formam ligacdes quimicas com o DNA representam classes
importantes de compostos antitumorais. Um grande nimero destes compostos tém
sido sintetizados e testados para atividade antineopldsica, e muitos deles ja estdo
em uso clinico. As interacdes entre os compostos quimioterdpicos e o DNA tém um
papel muito importante em diversos eventos celulares. De fato, o DNA pode ser
considerado como o principal receptor macromolecular para estas substancias, pois
existem diversas classes de compostos antineoplasicos que agem sobre o DNA.
Alguns formam complexos nao covalentes com o DNA, tais como a daunorubicina, a
doxorubicina e a distamicina. Outros compostos, entre eles a cisplatina e a
mitomicina C, formam ligacGes covalentes com o DNA (Yang & Wang, 1999). Os
sinais primarios da acdo de tais medicamentos sdo as alteracdes no DNA que levam a
eventos moleculares que podem resultar em bloqueio na progressao do ciclo celular
e apoptose, os quais sdo respostas essenciais a manutencdo da integridade genética

da célula normal.

Outra classe de farmacos antineopldsicos sdo os anticancerigenos a base de
metais, cujo interesse em seu desenvolvimento aumentou desde a descoberta da
atividade bioldgica da cisplatina [Cis-diamino-dicloro-platina (ll)] para o tratamento

de tumores soélidos (Zhang et al., 2012). Estes farmacos sdo, basicamente, complexos
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metdlicos que possuem a capacidade de se ligarem as nucleobases do DNA e clivar a
molécula de DNA hidroliticamente ou oxidativamente. Se o dano ao DNA for
irreparavel ou se os fatores de transcricdo do ciclo celular forem bloqueados, a

célula afetada, em seguida, sofre apoptose.

No entanto, muitos estudos clinicos revelam que os beneficios da terapia
baseada nos agentes quimioterdpicos ndo superam os riscos de recidiva e os altos
indices de efeitos colaterais causados no tratamento do CBNMI (Perabo et al., 2005).
Desta forma, o tratamento do CBNMI continua sendo um desafio, uma vez que a
recorréncia e progressao da doenga, bem como os efeitos colaterais associados as

modalidades terapéuticas disponiveis, ainda estdo presentes (Malmstrom, 2017).

Neste contexto, tratamentos alternativos utilizando imunomoduladores e
modificadores de resposta biolégica tém sido propostos com resultados promissores
para o tratamento de diversos carcinomas, incluindo o CB. Considerando que o CB é
sensivel tanto a imunoterapia quanto a quimioterapia, os compostos que ativam o
sistema imunolégico (incluindo vacinas, modificadores de resposta bioldgica,
moduladores do ambiente tumoral, entre outros) podem ser usados sozinhos ou em
combinag¢do com os agentes quimioterdpicos sistémicos, com o objetivo de obter um
maior efeito terapéutico adicionado a menor toxicidade. Assim, a combinacdo de
modalidades terapéuticas, tais como a administracdo de agentes quimioterapicos,
como a Cisplatina, associados a imunoterapia pode constituir uma promissora

alternativa terapéutica na falha ou recidiva do BCG para o CBNMI.

Quimioterapia com Cisplatina no tratamento do CB

A Cisplatina age como um antineopladsico que tem uma gama grande de
atividades, podendo ser administrada sozinha ou com outras drogas, amplificando
seu efeito (Chuffa et al.,, 2018). A introducdo da Cisplatina em protocolos
guimioterapéuticos foi altamente benéfica para o tratamento de diversos tipos de
tumores. Este quimioterapico é efetivo no tratamento de tumores como os

carcinomas de testiculo, de ovario e de bexiga urinaria, além de uma variedade de
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outras neoplasias, como o cancer de cérvix uterino, de cabeca e pescoco, de es6fago
e de pulmao (Giaccone, 2000). Além disso, a Cisplatina é efetiva em 40 a 60% dos
pacientes com cancer metastatico de bexiga urinaria (Sonpavde & Petrylak, 2005).
Os mecanismos bioguimicos da citotoxicidade da Cisplatina envolvem a sua ligacao
ao DNA e a outros componentes celulares, com a subsequente indugdao da morte
celular por apoptose, por necrose ou por ambos os mecanismos (Gonzalez et al.,
2001). A Cisplatina forma um aduto Platina-DNA na posicdo N7 da guanina,
originando ligacOes cruzadas intracadeias 1,2-d(GpG) e 1,2-d(ApG), e também
ligacGes intercadeias, assim ativa as proteinas em resposta ao dano. Estas proteinas,
por sua vez inibem a quinase dependente de ciclina (CDK) e, finalmente, as células
sofrem apoptose via p53. Tais adutos podem levar a formacdo de falhas e quebras
de dupla fita e promover uma variedade de respostas celulares, incluindo, por

exemplo, a inibigdo da sintese de DNA (Mello et al., 1998).

Apesar do sucesso da Cisplatina, existem sérias preocupacdes com o uso deste
farmaco devido sua toxicidade, resisténcia intrinseca, estreito espectro de acdo para
certos fendtipos de cancer e adesdo do paciente ao tratamento. A Cisplatina é
altamente toxica e sua aplicacdo é limitada por seus severos efeitos colaterais, que
incluem a citotoxicidade (Blasiak et al., 1999), nefrotoxicidade (Goldstein & Mayor,
1983), ototoxicidade e perda auditiva (Vermorken et al.,, 1983), neurotoxicidade
(Schattschneider et al., 2001), mielotoxicidade (Badari-Osama et al., 2000),
mielosupressdo e anemia (Canaparo et al., 2000), além de graves efeitos sobre o
trato gastro-intestinal (Hidaka et al., 1995). A Cisplatina apresenta também atividade
mutagénica (Turnbull et al., 1979), carcinogénica (Leopold et al., 1979) e
teratogénica (Mazur et al., 2000). Assim, estudos sobre o seu potencial
carcinogénico sugerem que este composto quimico é um carcinégeno humano em
potencial, além da existéncia de um elevado risco de inducdo de tumores
secundarios em pacientes que sobreviveram por longos periodos apds o tratamento
guimioterdpico com Cisplatina (Turnbull et al.,, 1979). Em seres humanos, uma
relacdo direta entre a utilizagdo de Cisplatina e o aumento no risco de
desenvolvimento de tumores secunddrios apds a quimioterapia ndo foi ainda

completamente estabelecida. Contudo, estudos relativos aos elementos metalicos
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essenciais tém recebido muita atengcdo em contraste a platina (Pt), uma vez que os
medicamentos desenvolvidos e sintetizados a partir de ions metalicos enddgenos
podem ser menos prejudiciais e mais propensos a atividade antiproliferativa contra

tumores (Tabassum et al., 2012).

Ainda, estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em ratos induzidos
guimicamente ao CBNMI demonstraram que a associacdo entre a Cisplatina e a
imunoterapia intravesical com P-MAPA promoveram a diminuicdo da proliferagdo de
células tumorais uroteliais (Dias et al., 2016). Evidenciando que a combinacdo de
imunoterapia intravesical e Cisplatina sistémica no modelo animal CBNMI foi eficaz,

bem tolerada e ndo mostrou sinais aparentes de antagonismo entre as drogas.

OncoTherad: Modificador de Resposta Bioldgica (MRB-CFI-1)

Considerando a importancia do desenvolvimento de farmacos que possam
ser administrados por via intravesical e que atuem como modificadores de resposta
bioldgica, nosso laboratdrio em parceria com o NANOBIOSS (Instituto de Quimica —
UNICAMP), liderado pelo Prof. Nelson Duran, desenvolveu um composto sintético
com propriedades antitumorais e imunoldgicas, denominado OncoTherad, ou
MRB-CFI-1 (Modificador de Resposta Bioldgica - Complexo Fosfato Inorgénico 1). O
OncoTherad é um composto nanométrico de fosfato e sais metdlicos associado a
uma proteina glicosidica, com tamanho entre 420-530nm, férmula quimica:
C1aNOsMg,(P0O4); e que possui patente depositada na fase inicial nacional do PCT
(Numero: BR 1020170127680) pela agéncia de inovagdao INOVA — UNICAMP (Favaro
& Duran, 2017).

Uma possivel hipétese do mecanismo de agdao do OncoTherad desencadear a
estimulacdo do sistema imune é a fosforilagdo de aminoacidos hidroxilados como
serina, treonina e tirosina por compostos que apresentam sais de fosfato. Ainda,
uma outra hipotese do mecanismo de agdo do OncoTherad é a ativagdo local do
sistema imune no microambiente tumoral. A literatura especializada tem
demonstrado que a administracdo intratumoral de determinados compostos de
fosfatos ativam o sistema imune no microambiente tumoral, levando a uma

importante regressao tumoral (Shirota et al., 2012; Corrales et al., 2015). Shirota et
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al. (2012) demonstraram que a administracdo intratumoral de oligonucleotideos CpG
reduzem a atividade imunossupressora de células supressoras derivadas da linhagem
mieldide (MDSC). Ainda, esses mesmos autores verificaram que as MDSC
monociticas do microambiente tumoral expressaram TLRs e responderam a
estimulacdo de oligonucleotideos CpG por intermédio da perda de sua capacidade
de suprimir a funcdo das células T, pela producdo de citocinas Thl e de sua
diferenciagdo em macréfagos com capacidade tumoricida, contribuindo para a
regressao tumoral. Similarmente, Corrales et al. (2015) demonstraram que a
administragdo intratumoral de derivados dinucleotideos ciclicos sintéticos ativaram
o fator estimulador do complexo de genes de interferon (STING), induzindo uma
significativa regressdo de tumores estabelecidos em camundongos, bem como
promoveram uma substancial reposta imune sistémica que foi capaz de eliminar/
reduzir as metastases a distancia.

Para verificar se o OncoTherad era capaz de deflagrar a resposta inflamatéria
local (ativacdo local do sistema imune), nosso grupo de pesquisa avaliou a
administra¢do intraperitoneal do OncoTherad em ratas Fischer 344. Os resultados
preliminares revelaram que apds a aplicacdao de 3 doses, uma a cada 72 horas, os
animais tratados com OncoTherad, apresentaram intensa inflamag¢dao peritoneal
caracterizada pelo aumento do rubor, da vascularizagdo e dos pontos hemorragicos.
Além disso, verificou-se aumento dos depdsitos de cristais de fosfatos na cavidade
abdominal (Fdvaro & Duran, 2017). Assim, tais resultados revelaram que o
OncoTherad foi capaz de induzir a resposta inflamatéria local, o que justifica sua
avaliacdo como imunomodulador nos experimentos em animais com CBNMI
induzidos quimicamente.

Apds o experimento de inducdo da resposta inflamatéria local em ratos sadios,
nosso grupo de pesquisa avaliou o potencial antitumoral e imunomodulatério em
ratas Fischer 334 induzidas quimicamente ao CBNMI bem como avaliou a segurancga
do produto (Favaro & Durdn, 2017). Os resultados demonstraram que a toxicidade in
vitro do nanocomposto OncoTherad nas células de carcinoma de bexiga urindria grau
Il (linhagem celular 5637) foi baixa (viabilidade celular de 75%), indicando que o
provavel mecanismo de morte das células neopldsicas pelo OncoTherad é

dependente da ativacdo do sistema imune. Este estudo demonstrou que a
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imunoterapia com o nanofarmaco OncoTherad, na dose terapéutica de 20mg/Kg,
ndo causou efeitos colaterais, como hematuria macroscdpica, hiperplasia urotelial e
inflamacao intensa na bexiga, ureteres e rins, bem como ndao mostrou sinais de
inflamac&o e/ou de toxicidade sistémica no figado, baco, estdbmago e pancreas. Além
disso, o tratamento com OncoTherad n3ao mostrou sinais de hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade sendo que os niveis séricos de AST, ALT, Fosfatase Alcalina, Uréia e
Creatinina estavam dentro dos limites de normalidade (Favaro & Duran, 2017).

Em conjunto, os estudos preliminares demonstraram que o OncoTherad foi
capaz de impedir a progressdao tumoral na bexiga urindria dos animais, além de
promover baixa taxa de mortalidade (ndo ha mortalidade até o final do tratamento)
e ganho de peso corporal dos animais apds o inicio do tratamento.

Contudo, os resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa justificam a
necessidade de pesquisas que caracterizem a estrutura quimica e os mecanismos
antitumorais e imunomodulatérios do OncoTherad, objetivando posicionar esse

composto como uma possivel alternativa terapéutica para o CBNMI.

1.3 - Sobrevida e Regressao/Progressdao Tumoral no CBNMI

O comportamento recidivante torna o CBNMI uma das doengas mais caras para
tratar, com um custo estimado de USS 96.000 a USS 187.000 por paciente desde o
diagnodstico até a morte, nos Estados Unidos (Botteman, et al.,2003). Além disso, os
procedimentos cirurgicos periddicos para a resseccdo do tumor tornam o cancer de
bexiga uma doenca altamente mérbida e fazem com que os pacientes sejam
considerados grupo de risco para o desenvolvimento neoplasico de novo. Diante
deste cendrio, em que novas estratégias terapéuticas mais eficazes tem sido
propostas para o tratamento do CB, estudos que avaliem a sobrevida
pds-tratamento se tornam cada vez mais necessarios.

O Teste de sobrevida e regressdao/progressdo tumoral pds-tratamento, neste
estudo que descreve resultados obtidos com animais experimentais, tem como
objetivo analisar e comparar a sobrevida dos animais submetidos as diferentes
estratégias terapéuticas, considerando fatores que refletem a qualidade de vida do

animal doente, tais como ganho/perda de peso corporal, variagdes no consumo de
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agua e racdo, outras alteragbes no trato urindrio (presenca de calculos
vesicais/renais, hidroureter e hematuria), a regressdo/progressdo do tumor vesical, e
o tempo de vida dos animais.

Segundo Consenso nacional de nutricdo oncoldgica/Instituto Nacional de Cancer
(CNNO/INCA 2009), a perda de peso e a desnutricdo sdo os disturbios nutricionais
frequentemente observados em pacientes com cancer (40% a 80% dos casos), sendo
que até 30% dos pacientes adultos apresentam perda superior a 10% do peso. Os
principais fatores determinantes da desnutricdo nesses individuos sao a redugao na
ingestdo total de alimentos, as alteracdes metabdlicas provocadas pelo tumor e o
aumento da demanda caldrica pelo crescimento do tumor. Durante o tratamento
antitumoral, os pacientes oncolégicos podem evoluir para desnutricdo moderada ou
grave e cerca de 20% desses pacientes morrem em decorréncia da desnutrigdo e ndo
da doenca maligna (Ottery, 1994). A desnutricdio leva ao aumento da
morbimortalidade e da toxicidade causada pela estratégia terapéutica usada,
resultando em aumento no tempo de internacao e dos custos hospitalares. Tudo isso
prejudica a condicao geral do paciente e sua qualidade de vida (Senesse et al., 2008).

O tempo de vida do paciente com CB (desde de o diagndstico até o 6bito) é
um fator muito importante para caracterizar a eficiéncia e das estratégias
terapéuticas utilizadas no tratamento. Atualmente, a taxa de sobrevida é utilizada
pelos clinicos como uma forma de auxiliar na discussdo do progndstico de um
paciente. As taxas de sobrevida relativa sdao uma maneira mais precisa de estimar o
efeito do cancer na sobrevida, tais taxas comparam os pacientes com CB com as
pessoas da populagdo em geral. Por exemplo, se a taxa de sobrevida relativa em 5
anos para um estagio especifico de cancer de bexiga é de 90%, isso significa que as
pessoas que tém esse cancer sdo, em média, cerca de 90% mais propensas, do que
aquelas que ndo tém esse cancer, a viver por pelo menos 5 anos apds ser
diagnosticado. Em outras palavras, as taxas de sobrevida podem lhe dar uma ideia
de que porcentagem de pessoas com o mesmo tipo e estagio de cancer ainda estdo
vivas por um determinado periodo de tempo (geralmente 5 anos) depois de terem
sido diagnosticadas. De acordo com os dados mais recentes, baseado em pessoas

diagnosticadas com cancer de bexiga entre 2008 e 2014, quando se incluem todos os
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estagios do CB, a taxa de sobrevida relativa em 5 anos é de 77%, em 10 anos é de
70% e em 15 anos cai para 65% (American Cancer Society, 2018).

Quando utilizamos animais como modelos de doengas humanas, alguns
fatores precisam ser analisados para que seja possivel fazer uma correlagdo entre a
pesquisa experimental e sua projecdao na saude humana. Comparados aos seres
humanos, os ratos tém infancia breve e acelerada, desenvolvem-se rapidamente
durante a infancia e tornam-se sexualmente maduros com cerca de seis semanas de
idade. Seres humanos, por outro lado, desenvolvem-se lentamente e nao atingem a
puberdade até a idade de 12 a 13 anos. A adolescéncia e juventude do rato é menos
acelerada (10,5 dias no rato = 1 ano no humano), e na idade adulta cada més do rato
€ aproximadamente equivalente a 2,5 anos humanos (Andreollo et al., 2012). A
relacdo da idade do rato com a idade humana tem sido um fator bastante explorado,
uma vez que esses animais sdo os mais utilizados na pesquisa e desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas, no entanto o nimero de publicagcbes existentes
enfocando e aprofundando o assunto é muito escasso.

Os principais objetivos no tratamento de pacientes com CBNMI s3o prevenir
o alto numero de recorréncias e prevenir a progressdao tumoral, uma vez que este
tipo de carcinoma apresenta elevada taxa de recidiva e progressao pds tratamento.
Sendo assim, o Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral nos permite
estimar ndo sé o tempo e a qualidade de vida dos animais tratados, e comparar
estes achados com o que a literatura relata para os casos de pacientes humanos,
como também avaliar e comparar a evolugdo do cancer (regressdo/progressao

tumoral) frente as diferentes estratégias terapéuticas utilizadas.

1.4 - Sinalizagao Celular e o Cancer de Bexiga

O estudo da relacdo entre as modalidades terapéuticas e os mecanismos
celulares responsaveis pela progressdo/regressdo tumoral no CB é fundamental para
avaliar a eficiéncia no tratamento da carcinogénese urotelial.

Durante o desenvolvimento do cancer, as células tumorais passam por diversos

processos que lhes conferem a capacidade de realizar alta proliferacdo, invasao do
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tecido adjacente e metastase. A desregulacdo de vias de transducdo de sinal
decorrente de alteracbes em genes chamados de supressores ou promotores de
tumores faz com que o produto destes genes ganhe ou perca fungdo. O resultado
disso é a perda da capacidade da célula em controlar o processo de divisdo (Ferreira
et al., 2013). Desta forma, o desenvolvimento de farmacos que apresentam como
alvos mediadores de vias de transducdo de sinal tem se tornado cada vez mais
comum na industria farmacéutica. Nos ultimos anos, os avangos nos estudos sobre
os mecanismos de transducdo de sinal levaram a identificacdo de moléculas-chave
envolvidas nas vias que regulam a sobrevivéncia celular, apoptose, proliferacdo e
processos associados a tumores, tais como angiogénese e metastatizagao.

Muitos estudos tém mostrado que numerosas alteracbes genéticas e
moleculares estao presentes no CB, muito embora os mecanismos que levam ao
fendtipo maligno ndo sejam, ainda, completamente entendidos. Sabe-se, no entanto,
gue o acumulo de alteragGes genéticas, e ndo apenas uma Unica mutagao, é o que
vai determinar o comportamento clinico do cancer de bexiga urinaria (Kim & Kim,
2006). Genes relacionados a transducdo de sinais, ao ciclo celular, a metdstase e a
inibicdo da apoptose também aparecem hiperexpressos, em contraste aos genes
relacionados a apoptose, as moléculas de adesdo e aos genes supressores tumorais
gue se mostram hipoexpressos (Hao et al., 2002).

Andlises genéticas tém mostrado que os oncogenes RAS (correlacdo com
recorréncia) e erb-B2 (correlagdo com sobrevida), o gene supressor tumoral Tp53,
gue codifica a proteina p53 (correlacdo com sobrevida, progressdo e recorréncia) e o
fator de crescimento EGF/EGFR (correlagdo com recorréncia e progressido) estdo
entre os mais importantes marcadores progndstico para o CB (Kausch & Bohle, 2002).
Além disso, a via Pi3K/AKT/mTOR pode regular a invasdo do tumor, portanto ha
hipdtese de que variagcOes genéticas nesta via podem afetar a sobrevivéncia dos

pacientes (Chen et al., 2010).

A proteina p53

A proteina p53 é constituida por 393 aminoacidos na sua extensdo,

apresentando quatro regides com fung¢des distintas, chamadas dominios da proteina.
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O primeiro, chamado de dominio de transativacado, esta localizado na extremidade
amino-terminal (N-terminal). Estd compreendido entre os aminoacidos 28 e 42 e é
responsavel por regular a expressao de genes que atuam na parada do ciclo celular e
na rota de apoptose. Na regido central existem quatro dominios de ligacdo ao DNA,
entre os aminoacidos 102 e 292, que possibilitam a ligacdo de p53 em sitios
especificos do DNA. Na extremidade carboxi-terminal (C-terminal), existem dois
dominios: o dominio de tetramerizagao, que se situa entre os aminodcidos 319 a 360,
responsavel pela formacdao de tetrameros de p53, que é a forma mais ativa
(selvagem ou wild-type) em transativacdo; o dominio regulatério, que se situa entre
os aminodcidos 364 a 393, cuja funcao é ligar-se ao dominio central de ligagdo ao
DNA, impedindo a interacdo desta regido com promotores de genes relacionados
com a supressao e morte celular programada (Silva et al., 2003).

A p53 faz parte do processo de bloqueio do ciclo celular em casos em que
ocorrem danos no DNA da célula, sinalizando o bloqueio no ponto de checagem na
G1/S do ciclo. Nas células que apresentam o gene que codifica a p53 mutado e/ou
inativacdo da proteina p53, ndo ocorre a parada do ciclo celular, necessdria para o
reparo do DNA (Cavalcanti Junior et al., 2002). Essas células geneticamente instaveis
tendem a acumular mutagdes e rearranjos cromossdmicos adicionais, levando a uma
rapida proliferacdo de células com DNA mutado e consequente transformacdo
neoplasica (Arruda, 2008).

Esta proteina foi descrita pela primeira vez em 1979, formando um complexo
com o antigeno T do virus simio (SV-40), sendo entdo referida como uma
oncoproteina e, em 1989, como gene supressor de tumor (Lane & Crawford, 1979).
Desde entdo, a proteina p53 vem sendo muito estudada, sendo um dos marcadores
dos diferentes estagios de diversos tipos de cancer. Mutagdes no gene que codifica a
proteina p53 ocorrem em 50 - 70% das neoplasias humanas, associam-se a pior
sobrevida global livre de doenga e tém sido implicada na resisténcia as terapias
anticancer. Ainda, a expressdo da p53 mutante indica um progndstico preditivo
(Zornig et al., 2001; Miller et al., 2005).

Sob condigdes fisioldgicas normais, a proteina p53 apresenta uma meia vida
muito curta, calculada em seis minutos, tornando dificil sua deteccdo em razdo da

rapida degradacao, o que ndo ocorre com o acumulo da forma mutada no nucleo da



31

célula, podendo ser facilmente detectada por técnicas de imuno-histoquimica,
Western blot, ou por citometria de fluxo (Arruda, 2008).

Para que a proteina p53 desempenhe seu papel de supressor tumoral, a
localizacdo nuclear é essencial, no entanto é comum sua marcacdo citoplasmatica
nos ensaios de imunohistoquimica. O mecanismo de exportacao nuclear de p53 para
o citoplasma é promovido pela acdo inibidora do oncogene MDM2 (Mouse Double
Minute 2), que codifica uma proteina de mesmo nome e é um gene ativado por p53.
A proteina Mdm2 se associa ao dominio de transativacdo de p53, inibindo sua
transcricao regulatéria funcional, o que diminui a inducdo da apoptose e a parada do
ciclo celular.

A expressdo da proteina p53 pode ser reprimida por Mdm2 através de trés
mecanismos distintos. No primeiro, Mdm2 se liga a p53 na seu dominio de
transativacdo e bloqueia sua capacidade de ativar a transcricdo. No segundo,
promove a exportac¢do nuclear de p53 para o citoplasma. E no terceiro, Mdm2 serve
como uma ligase de ubiquitina que promove a degradacao de p53 (Michael & Oren,
2002). Dos trés mecanismos, destaca-se a ubiquitinacgdo na extremidade
carboxi-terminal da cadeia polipeptidica, exportando a p53 do nucleo para o
citoplasma, onde a p53 sera degradada pelo proteossoma, justificando a espordadica
expressao citoplasmatica de p53 pela imunoistoquimica e caracterizando uma forma
mais agressiva de tumor (Zhang & Xiong, 2001; Teixeira et al., 2011).

No cancer de bexiga em humanos, o gene Tp53 é um dos mais estudados,
mas com diferentes resultados no que diz respeito ao seu uso como um marcador de
progndstico (Baffa et al., 2006). No entanto, estudos prévios mostraram uma
correlacdo entre a expressao do p53 e a progressdo dos tumores de bexiga (Sarkis et
al., 1993; Serth et al. 1995). Neto et al. (2002) estudaram a correlagdo da expressao
da p53 e as caracteristicas histopatoldgicas do cancer de bexiga e concluiram que a
p53 pode predizer o grau tumoral, estddio e incidéncia de metastases. Esses
resultados foram confirmados por Dias Neto et al. (2002) que descrevem também a
boa correlacdio entre a positividade do p53 com a progressio da doenca
caracterizada pela menor sobrevida. Isto ocorreu inclusive para os tumores
ndao-musculo invasivos pTa e pT1 no momento do diagndstico. Estes dados permitem

questionar o tratamento conservador (resseccdo transuretral) de tumores
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superficiais em que o p53 é positivo (Dias Neto et al., 2002) e demonstram, também,
a importancia deste marcador para o CB, possibilitando identificar pacientes que
podem se beneficiar de tratamentos adicionais e uma vigilancia mais préxima apés a
cistectomia. Ainda, Goebell et al. (2010) indicaram que a acumulacdo da proteina
p53 mutada esta associada com um comportamento tumoral mais agressivo do CB.
Diante deste cenario, é possivel afirmar que a acumulacdo da p53 constitui um
fator de progndstico no CB, estando relacionada com a progressao da doenca, e com
menores taxas de sobrevivéncia em humanos (Esrig et al., 1994; Smith et al., 2003;

Chatterjee et al., 2004; Mitra et al., 2009).

A proteina p21

O dano ao DNA desencadeia rotas celulares sinalizadoras que garantem que a
p53 se acumule no nucleo através da fosforilacdo da proteina. Esse processo esta
associado a ativagdo da p53, que inibe sua exportacdo para o citoplasma. Assim, o
reparo ocorre com a super expressao e com o consequente acimulo da proteina p53
selvagem no nucleo, que atua em alvos especificos e por mecanismos de
transativacdo génica, ativando outros genes e determinando a parada do ciclo
celular no inicio da fase G1 e o reparo do DNA.

A maioria dos mecanismos moleculares para bloquear a progressao do ciclo
celular nos pontos de controle sdo pouco entendidos, em alguns casos, especificas
proteinas inibidoras Cdk entram em jogo; estas bloqueiam a a¢do ou atividade de
uma ou mais complexos ciclinas-cdk. No inicio do ciclo mitdtico, o gene p53 ativa
transcricionalmente o gene p21, induzindo a sintese da proteina p21, cuja fungdo é
inibir a acdo das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), fazendo com que a célula
pare na fase G1, até que complete o reparo do DNA. Quando p21 estd conjugada a
PCN (proliferating cell nuclear antigen), a proteina p53 ird promover o reparo no
DNA. Pode ocorrer também a mutacdo do gene Tp53, que codifica a proteina p53, e
nesses casos ocorre a formacgdo de proteinas ndo funcionais, que podem conferir as
células tumorais condigdes para sobreviverem e se replicarem (Huang et al., 2018).

A proteina p21 é uma das principais proteinas inibidoras do ponto de
verificacdo G1/S, e sua regulacdo negativa pode levar ao desenvolvimento de varios

tipos de tumores, pois é uma reguladora chave do ciclo celular (Tak et al., 2019).
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Segundo Nakatani et al. (2001), a p21 desempenha o papel fundamental de parar o
ciclo celular, além de ser uma importante proteina no controle da senescéncia
celular, apoptose e desta forma da carcinogénese (Coqueret, 2003).

A p21 foi considerada por Shalitin et al. em 1994 como um importante
marcador da monitoracdo dos resultados do tratamento de pacientes com varios
tumores malignos, pois seu alto conteudo foi associado a menores diferenciacdes de
tecidos em tumores, tais como, linfomas malignos, tumores urogenital e
gastrointestinal (Ullmannova et. al.,2003). Desta forma, a relagdo da proteina p21
com os tratamentos anti-cancer tem sido recentemente mais explorada.

Em um estudo recente, realizado com bidpsias de tumores vesicais apds a
cistoscopia, Al Chalabi et al. (2019) demonstraram que a expressao do antigeno p21
fornece informagGes progndsticas importantes em pacientes com CB, uma vez que
pacientes com tumores que mantiveram a expressao de p21 apresentaram uma taxa
estatisticamente diminuida de recorréncia do tumor e sobrevida global aumentada,
comparado aqueles cujos tumores perderam a expressdo da proteina (Al Chalabi et

al., 2019).

A via Pi3K/AKT/mTOR

A via PI3K/AKT /mTOR é uma importante via de sinalizagdo envolvida no
crescimento e invasdo celular. Muta¢Ges nesta via tem sido associadas com o
processo carcinogénico de diferentes tipos de neoplasias, uma vez que as proteinas
Pi3K, AKT e mTOR possuem expressdes aumentadas em ambientes tumorais,
promovendo a proliferagdo das células. Esta via de sinalizagdo integra sinais de
diferentes origens, como fatores de crescimento, hormonais, nutrientes, niveis de
oxigénio, além de estar associada a outras vias (Gust e So, 2009).

Esta via é iniciada pela enzima PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), que é
ativada por receptores tirosina-quinases ou por receptores acoplados a proteina G
(Steck et al., 1997; Puzio-Kuter et al., 2009). A PI3K é um heterodimero que consiste
em uma subunidade catalisadora (p110) e uma subunidade reguladora (p85, p55,
p50). A subunidade catalitica p110 ativada, codificada pelo gene PI3KCA, fosforila
fosfatidilinositol bifosfato 4-5 no folheto interno da membrana citoplasmatica onde

PI3K converte fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em
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fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (Gust & So, 2009; Ching & Hansel, 2010) que,
por sua vez, se liga a proteina quinase B (AKT 1) e recruta PDK1 (proteina quinase
dependente 1) para a membrana celular onde se liga e fosforila o AKT1 (Chen et al.,
2009). Este é considerado o nd de sinalizacdo mais critico nesta via regulando
diversos substratos, que afetam processos envolvidos no controle do crescimento e
sobrevivéncia celular (Nawroth et al., 2011).

AKT faz parte de uma grande familia de proteinas quinases B (PKB). Sua
ativacdo é um processo de multiplos passos que envolve seu deslocamento para a
membrana e subsequente fosforilacdo. A familia de AKT quinases é o principal alvo
de receptores de fator de crescimento tirosina-quinase que utilizam a via de
sinalizacdo PI3K (Dubska et al., 2005). Se houver algum tipo de mutacdo ou ativacao
anormal dessa via, ha uma proliferacdo descontrolada de células favorecendo o
desenvolvimento de neoplasias (Pinzén et al., 2010), uma vez que a ativacdo de AKT
resulta em eventos anti-apoptéticos e indutores da proliferacdao celular, os quais
favorecem a carcinogénese (Cully et al., 2006). Além disso, a ativacdo de AKT pode
contribuir para a metdstase tumoral por estimular a secrecdo de metaloproteinases
de matriz (Thant et al., 2000). Ainda, as proteinas PI3K e AKT podem modelar o
metabolismo das células através de de proteinas que atuam como sensores
metabdlicos, como o mTOR.

O mTOR é uma proteina quinase que contribui para a regulagdo,
crescimento, metabolismo, sobrevivéncia e proliferacdo celular (Saxton & Sabatini,
2017). Foi uma das vias de sinalizacdo molecular clinicamente mais importantes que
surgiu ao longo da década passada (Samant et al., 2011), envolvendo um complexo
proteico ao qual pertence a PI3K e pelo qual interage com uma série de proteinas
formando dois complexos distintos: mTORC1 e mTORC2 (Laplante et al., 2012).

Quando o AKT1 é ativado, inativa o complexo esclerose tuberosa (TSC),
composto por TSC1 e TSC2, por fosforilacdo direta da proteina GTPase ativadora
TSC2. TSC2 e TSC1 normalmente atuam como proteinas supressoras tumorais
inibindo o crescimento celular, uma vez que regulam negativamente a proteina
GTPase ativando a Rheb (homdloga da proteina RAS enriquecida no cérebro). Uma
vez libertado da inibicdo TSC, o Rheb ativa o mTORC1 (Ching e Hansel, 2010). Os

aminodcidos ativam mTORC1 por uma via independente mediada pela familia de
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proteinas Rag (Efeyan e Sabatini, 2010). A GTPases Rag interage com mTORC1, o que
promove a sua translocacdo desde o citoplasma para as membranas lisossomais,
local onde possivelmente se encontra Rheb (Laplante e Sabatini, 2012). A ativacado
do mTORC2 ndo estd bem esclarecida, mas este complexo ativa diretamente AKT por
fosforilagao (Efeyan e Sabatini, 2010).

O mTOR ativado, subsequentemente, fosforila a proteina p70 S6 cinase-1
(S6K p70) e 4E-BP. A primeira fosforila a proteina ribossomica S6 da subunidade 40S,
aumentando a tradugdo do RNAm, por outro lado, também se liga as membranas
mitocondriais inativando a molécula pré-apoptdtica BAD. A fosforilacdo de 4E-BP da
inicio ao processo de tradugdo com a consequente formagdo de proteinas
necessarias para a progressao do ciclo celular apds a fase G1, tal como a ciclina D1
(Ching e Hansel, 2010).

A proteina mTOR também esta relacionada a vias oncogénicas como a via
das proteinas RAS e os supressores de tumor, como a p53, citada anteriormente, que
é um regulador negativo de mTOR, deste modo, a sinalizacdo de mTOR aumenta em
ambientes tumorais (Saxton & Sabatini, 2017). A superativacdo da via mTOR
promove o comportamento mais agressivo da doenga em varios tipos de cancer e
sua atividade do mTOR foi associada com a redug¢do da sobrevida dos pacientes com
CB e aumento na progressao tumoral (Ching e Hansel, 2010).

A proteina PTEN (Phosphatase and tensin homolog) também regula a via
PI3K/AKT, impedindo a ativacdo de AKT. Se PTEN esta desativado, AKT permanece
ativo, anulando o processo de apoptose, favorecendo o aparecimento de células
tumorais (Costa, 2012). PTEN atua como supressor tumoral ao desfosforilar a
posicdo 3 de fosfatidilinositideos, tal como ocorre com PIP3, onde a desfosforilacdo
ocorre na posicdo 3 de inositol, produzindo PIP2 (Steck et al., 1997; Oki et al., 2005;
Puzio-Kuter et al., 2009). PIP3, localizado na membrana nuclear, promove a
sobrevivéncia celular por inibir a fosfoproteina nucleolar B23, o que sugere que PTEN,
tanto no nucleo como no citoplasma, pode atuar como um regulador chave para a
sobrevivéncia celular (Ji-Hyun & Charis, 2005). No citoplasma, PTEN usa a sua
atividade de fosfatase lipidica para regular os processos de sinalizacdao celular

através da via PI3K/AKT/mTOR, em contraste, no nucleo a PTEN regula o ciclo celular
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e a sua progressdao mantendo a estabilidade cromossémica independentemente do
AKT (Ching e Hansel, 2010; Knowles et al., 2009).

Por meio da desfosforilacdo de PIP3, PTEN antagoniza as atividades de PI3K
e AKT, que podem atuar como oncogenes por promoverem a sobrevivéncia celular
(Kohn &Pommier, 2005). Ao evitar a fosforilacdo de AKT, PTEN parece ndao somente
controlar a fosforilagio de Mdm2 patrocinada por AKT, como também é capaz de
regular negativamente a transcricdio de Mdm?2 (Bettendorf et al., 2004). Evidéncias
sugerem que o controle de PTEN na via AKT desempenha um importante papel na
modulacdo da degradacdo de p53 dependente de Mdm2 (Freeman et al., 2003; Kohn
& Pommier, 2005). A proteina PTEN se liga estruturalmente a p53 no nucleo através
de p300/CBP (duas proteinas co-ativadoras da transcricdo) formando um complexo
PTEN-p300-p53. A formacdao deste complexo resulta em aumento da atividade
transcricional de p53 (Freeman et al., 2003; Kohn & Pommier, 2005; Oki et al., 2005).
O complexo p53-PTEN acentua a atividade transcricional de p53 junto ao DNA e
induz a transcricdo do gene PTEN, elevando os niveis desta proteina. Assim, PTEN
exerce importante fungdo na regulacdao da atividade de p53, uma vez que a auséncia
de PTEN funcional resulta na perda da atividade de p53 e na inabilidade das células
neoplasicas em responder a danos em seu DNA através da inducdo de reparo ou
apoptose (Freeman et al., 2003; Kohn & Pommier, 2005;0ki et al., 2005).

A via PI3K/AKT/mTOR é frequentemente ativada em muitas neoplasias e o
descontrole na sua sinalizacao reflete num mau progndstico no cancer de pulmao,
colo do utero, ovario e eséfago. No CB, foi relatado que esta via pode regular a
invasdo do tumor, portanto ha hipdtese de que variagdes genéticas nesta via podem
afetar a sobrevivéncia dos pacientes (Chen et al., 2010).

A desregulacdo desta via tem sido bastante implicada no desenvolvimento
de carcinoma urotelial (Sun et al.,, 2011). Diversas alteracdes moleculares dos
efetores da via PI3K/AKT/mTOR foram relatadas no CB, incluindo dele¢des da PTEN
(24-58% de CB musculo invasivo T2-T3-T4), mutagdes inativadoras do TSC1 (10-15%
dos CB), mutacdes ativadoras de PI3KCA, o gene que codifica a subunidade catalitica
de PI3K (20% tumores baixo grau) e AKT (4,8% de CB). Ainda, estudos

imunohistoquimicos relataram uma diminuicdo na expressdo de PTEN em cerca de
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50% do CB, e um aumento na expressao da pAKT em cerca de 88% dos casos
(Claderaro et al., 2014).

Além disso, a atividade do mTOR foi associada com a redugdo da sobrevida
dos pacientes com CB e aumento do estadio de progressdo tumoral (Ching e Hansel,
2010). Em 2011, Sun e colaboradores verificaram que no conjunto de pacientes com
mau prognodstico e baixa taxa de sobrevivéncia, a longo prazo, um pequeno
subconjunto com uma taxa de sobrevivéncia ainda pior, mostrou uma expressao
elevada de p-mTOR e pAKT, indicando que o mTOR ativo e a AKT promovem a
doenca mais agressiva (Sun et al., 2011). Esta conclusdo é corroborada pelo estudo
de Hansel e colaboradores que demonstraram, que o p-mTOR ativo reduz a

sobrevivéncia em pacientes com CB musculo-invasivo (Hansel et al.. 2010).

Os Oncogenes RAS

A familia de oncogenes RAS é composta por trés diferentes proteinas
(N-RAS, K-RAS e N-RAS), sendo que essas proteinas apresentam um envolvimento
direto no desenvolvimento de 30% dos canceres humanos (Van der Weyden e
Adams, 2007). O N-RAS estd ativo em tumores hematopoiéticos (leucemias, linfoma
de Burkitt, neuroblastoma, sarcomas, carcinoma do célon) ao passo que os H-RAS e
K-RAS estdo ativos em tumores humanos (cancer de bexiga, pulmao, cdlon, pancreas,
sarcomas, tumores hematopoiéticos, neuroblastomas) e de animais
(neuroblastomas do rato, cancro da bexiga do murganho) (Manso, 1985).

A importancia das proteina RAS na sinalizacdo intracelular foi elucidada por
meio de experimentos com microinjecdo de RAS ativa e anticorpos anti-RAS,
mostrando que RAS ndo é somente capaz de induzir o crescimento anormal
caracteristico de células de cancer, mas é necessaria para a resposta de células
normais a estimulagdo por fatores de crescimento (Lunke et al., 2017, Varga et al.,
2017).

Os oncogenes RAS atuam regulando e controlando diversas fungdes
celulares como a proliferacao, diferenciagao, motilidade e apoptose, em resposta a
sinais extracelulares. Desempenham o papel de ativadores de sinalizacdo quando se

ligam a guanosina trifosfato (RAS-GTP), ou desativadores de sinalizagdo quando se
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ligam a guanosina difosfato (RAS-GDP). Sob condi¢des normais, células quiescentes
possuem menos de 5% de sua concentracdo de RAS no estado ativo, contra quase
50% sob estimulagdo mitogénica (ADJEI, 2001). Sua atividade é regulada por meio da
interconversdo entre os estados ativo e inativo, e realizada por duas classes distintas
de proteinas: os fatores de troca de nucleotideos guanina (guanine nucleotide
exchange factors — GEFs) e as proteinas ativadoras de GTPase (GTPase activating
proteins — GAPs) (Alberts et al., 2004). Os GEFs estimulam a dissociacdao do GDP e a
ligacdo ao GTP do citosol, resultando na formacdo do estado GTP-ligante ativo.
Diferentemente, os GAPs reconhecem a forma GTP-ligante e direcionam a atividade
intrinseca de GTPase de RAS, e isso aumenta a velocidade de hidrélise do GTP, e a
inativa pela formacdo da proteina GDP-ligante (Rebollo e Martinez, 1999; Duursma &
Agami, 2003; Alberts et al., 2004).

Uma vez ativada, RAS ativa vdrias outras proteinas sinalizadoras, e isso resulta
na transducdo de sinais em diferentes vias, como por exemplo a cascata de
fosforilagdo serina/treonina, que envolve a via MAPK (Alberts et al., 2004), que
guando estimula a proliferacao celular e inibe a ocorréncia de apoptose (Ahlquist et
al.,, 2008), e a sintese da proteina p21 que desempenha um importante papel no
controle do ciclo celular (Manso, 1985). As mutacdes nos genes que codificam as
proteinas RAS causam entre 20 a 30% de todos os tumores malignos, uma vez que as
ligacdes RAS-GTP sdao hiperativas e estimulam as células tumorais a se dividirem
continuamente (Varmus, 2006). Alteracdes nestes genes podem afetar
adversamente a proliferagdo celular e aumentar a suscetibilidade de

desenvolvimento do cancer.

Em 1982, Der et al. descobriram que o gene HRAS, um dos primeiros oncogenes
humanos descritos, também estava associado ao CB sendo identificado na linhagem
celular T24 (células de tumor de bexiga humana). Nos carcinomas uroteliais, os
oncogenes RAS parecem promover a transformagdo de tumores benignos em
fendtipos malignos através da superexpressao de receptores de fator de crescimento
epitelial (EGFR) (Przybojewska et. al., 2000).

Przybojewska et al. (2000) mostraram que H-RAS encontra-se ativo em 84%

dos espécimes de CBMI, porém a relagdo entre as alteragdes em KRAS com o cancer
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urotelial ainda é pouco explorada. No entanto, devido ao alto grau de homologia
(>90%) entre as isoformas de RAS, assume-se habitualmente que elas sdo
funcionalmente redundantes (Prior & Hancock, 2001). A proteina KRAS apresenta
importante papel na regulacdo celular, participando de varios eventos, entre eles a
proliferacao celular. Esta proteina pode sofrer uma mutagdo oncogénica e devido a
isso, estimular a célula a realizar proliferacdes sem controle. No CB ha hipdteses de
gue esta proteina possa agir através da ativacdo da via MAPK (proteina quinase
ativada por mitégeno) ou das vias AKT/STAT (Jebar et al., 2005).

Mo et al. (2007) estudaram H-RAS e o comportamento dos tumores vesicais
ndao invasivos e demonstraram uma relagdo entre o oncogene, 0 grau € a
agressividade tumoral. Os autores concluiram que a superativacdo de H-RAS por
mutacdo puntiforme e superexpressdo, é necessdria e suficiente para induzir
tumores vesicais ndo invasivos e que a inibicdo dessa atividade poderia ser uma

alternativa terapéutica.

2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O cancer de bexiga urinaria ndo-musculo invasivo (CBNMI) representa 70% dos
carcinomas uroteliais e embora tenham uma sobrevivéncia prolongada, os pacientes
qgue sofrem desta doencga apresentam altas taxas de recorréncia tumoral. O tratamento
primario do CBNMI baseia-se no tratamento cirurgico através da ressecc¢do transuretral,
seguido da imunoterapia com Bacillus Calmette-Guerin (BCG), no entanto os efeitos
colaterais estdo presentes em mais de 90% dos pacientes tratados com BCG. Desta
forma, o desenvolvimento de novas terapias ou associacdes antitumorais para o
tratamento do CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem menores efeitos
adversos do que as terapias cldssicas, sdo muito relevantes. Nesta linha, hd uma
intensa busca pelo desenvolvimento de novas moléculas, que possam ser usadas
isoladas ou associadas a outras modalidades terapéuticas, para o tratamento de

diversos tipos de cancer, incluindo o CBNMI.
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Considerando a importancia do desenvolvimento de farmacos que possam
ser administrados por via intravesical e que atuem como modificadores de resposta
bioldgica, nosso laboratério em parceria com o NANOBIOSS (Instituto de Quimica —
UNICAMP), desenvolveu um composto sintético com propriedades antitumorais e
imunoldgicas, denominado OncoTherad (ou MRB-CFI-1: Modificador de Resposta
Bioldgica - Complexo Fosfato Inorganico 1). Os resultados preliminares do nosso
grupo de pesquisa demonstraram que o OncoTherad foi capaz de impedir a
progressdao tumoral na bexiga urinaria dos animais induzidos quimicamente ao
CBNMI, e também demonstrou baixa taxa de mortalidade (zero) e ganho de peso
corporal dos animais apds o inicio do tratamento.

Assim, a imunoterapia com OncoTherad, isolada ou associada a agentes
guimioterdpicos, como a Cisplatina, por exemplo, pode constituir uma promissora
alternativa terapéutica na falha ou recidiva do BCG para o CBNMI. Outro ponto
relevante é o estudo da interacdo das diferentes modalidades terapéuticas com os
mecanismos de proliferacdo celular, resisténcia a acdo de farmacos e progressao
tumoral, envolvendo as vias de sinalizacao de proteinas especificas, como p53, p21,
HRAS-KRAS, PTEN, PI3K, AKT e mTOR, as quais sao fundamentais para o
entendimento da carcinogénese urotelial.

Considerando a importancia de tratamentos alternativos que reduzam as
taxas de recorréncia, progressdo tumoral, bem como seu impacto na evolucdo clinica
dos pacientes com CBNMI, os objetivos gerais deste estudo serdo caracterizar a
inibicdo da progressao tumoral e comparar os efeitos histopatoldgicos e moleculares
das estratégias terapéuticas utilizando OncoTherad e Cisplatina no tratamento do
CBNMI induzido em ratos, bem como estabelecer a interacdo destas estratégias
terapéuticas com os principais marcadores progndsticos para este tipo de carcinoma.
Ainda, o presente projeto objetiva responder questdes importantes acerca dessa
promissora estratégia terapéutica, como a taxa de mortalidade e os mecanismos de
acdo destes farmacos. Tais objetivos gerais serdo alcancados através dos seguintes

objetivos especificos:
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a) Caracterizar os efeitos histopatolégicos de ratos induzidos quimicamente ao
CBNMI e comparar a inibicdo da progressdao tumoral frente as estratégias

terapéuticas utilizando OncoTherad e Cisplatina.

b) Caracterizar os efeitos histopatolégicos e comparar a inibicdo da progressao
tumoral das diferentes estratégias terapéuticas na sobrevida - 30, 90 e 180

dias apds o tratamento - de ratos induzidos quimicamente ao CBNMI.

c) Analisar e comparar a sobrevida dos animais submetidos as diferentes
estratégias terapéuticas, considerando fatores que refletem a qualidade de
vida do animal doente, tais como ganho/perda de peso corporal, variagdes
no consumo de agua e rac¢do, outras alterages no trato urindrio (presenca de
calculos vesicais/renais e hidroureter), a inibicdo da progressdo tumoral e o

tempo de vida dos animais.

d) Caracterizar e comparar os efeitos moleculares das estratégias terapéuticas
utilizando OncoTherad, Cisplatina, e a combinacdo destes fdrmacos, através
das analises imunohistoquimicas de importantes marcadores progndsticos do
CB (p53, P21, HRAS-KRAS, PTEN, PI3K, AKT e mTOR) na bexiga urinaria de

ratos induzidos quimicamente ao CBNMI.

3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais e Procedimento Experimental para a Indugao do CBNMI

No presente projeto foram utilizadas 115 ratas da variedade Fischer 344, na
faixa etdria de dez semanas, pesando em média 180 - 190 gramas, obtidos no Centro
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). O estudo

foi realizado em duas etapas, a primeira com 27 animais (Grupos: controle sadio,
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animais induzidos quimicamente ao CBNMI sem tratamento e grupos tratados com
OncoTherad ou Cisplatina apds a inducdo do CBNMI) e a segunda etapa com 88
animais submetidos a periodos experimentais mais longos (sobrevida)
pds-tratamento com OncoTherad e/ou Cisplatina.

Para a indu¢ao do CBNMI, os animais foram anestesiados com Cloridrato de
Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de Ketamina 10%
(60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA), mantidos nesse estado por 45 minutos para
evitar miccdo espontdnea e instilada uma dose de 1,5 mg/kg de
N-metil-N-nitrosouréia (MNU - Sigma, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em 0,2 ml de
citrato de sddio (1M pH 6,0) a cada 15 dias (semana 0, 2, 4, 6), totalizando quatro
doses (Favaro et al., 2012). Os animais considerados como Grupo Controle ndo
receberam doses de MNU. Duas semanas apds a ultima dose de MNU, os animais
foram submetidos ao exame de ultrassonografia para confirmar a presenca de tumor
na bexiga urindria e, posteriormente foram divididos ramdomicamente em cinco
grupos: Grupo Controle: ndo induzido ao CBMNI, sem tratamento; Grupo MNU
(Cancer): induzido ao CBNMI, sem tratamento; Grupo OncoTherad IP: recebeu uma
dose intraperitoneal de 10 mg/Kg de OncoTherad dissolvida em 0,2 ml de solugdo
fisioldgica 0,9% por 6 semanas consecutivas; Grupo OncoTherad IV: recebeu uma
dose intravesical de 10 mg/Kg de OncoTherad dissolvida em 0,2 ml de solucdo
fisiolégica 0,9% por 6 semanas consecutivas: Grupo Cisplatina: recebeu uma dose
intraperitoneal de 0,25 mg/Kg de Cisplatina uma vez por semana durante 4 semanas
consecutivas (Kong et al., 2007). As doses intravesicais (Grupo OncoTherad IV) foram
instiladas via cateter flexivel 20 gauge (Abocath, Sdo Paulo, Brasil).

Na primeira etapa deste estudo, os animais tratados com OncoTherad ou
Cisplatina foram eutanasiados sete dias apds a ultima dose do tratamento e as
bexigas urindrias coletadas e submetidas as analises histopatoldgicas. A Figura 1
ilustra o esquema de tratamento dos grupos experimentais.

Os animais de todos os grupos experimentais receberam agua e a mesma
dieta sélida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). O protocolo experimental
seguiu os principios éticos em pesquisa animal e foi aprovado pela Comissao de ética

no Uso de Animais (CEUA) — UNICAMP (protocolo nimero: 4324-1/2015).
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Grupos Experimentais
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Figura 1. Esquema de Tratamento dos diferentes grupos experimentais. (IP: tratamento via

intraperitoneal e IV: tratamento via intravesical).

3.2 - Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral

Para a andlise da sobrevida e regressao/progressao tumoral pds-tratamento,
o protocolo experimental foi realizado novamente em outros 88 animais, seguindo o
mesmo modelo dos grupos experimentais apresentados na Figura 1. Neste teste
adicionamos um novo grupo que recebeu o tratamento simultaneo de Cisplatina e
OncoTherad IV (no mesmo esquema de tratamento realizado com os farmacos
isolados). Os tempos de sobrevida foram de 30, 90 e 180 dias apds o final do
tratamento, para todos os grupos experimentais. Nestes dois ultimos casos, os
animais receberam doses de manutencdo mensal do tratamento ja realizado no

inicio. Apds a indugdo do CBNMI os animais foram submetidos ao exame de
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ultrassonografia para confirmar a presenca de tumor na bexiga urindria. Os periodos
experimentais do teste de sobrevida terdo a seguinte nomenclatura: SV30 (grupos
experimentais eutanasiados 30 dias apds o término do tratamento), SV90 (grupos
experimentais eutanasiados 90 dias apds o término do tratamento) e SV180 (grupos
experimentais eutanasiados 180 dias apds o término do tratamento).

Os animais foram mantidos nas mesmas sob as mesmas condi¢des de dieta e
temperatura e, apds o tempo de sobrevida, foram eutanasiados e as bexigas
urindrias coletadas e submetidas as analises histopatolégicas. O protocolo
experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal (CEUA/UNICAMP:

4324-1/2015).

3.3- Analises Histopatoldgicas

Para as analises histopatoldgicas, amostras da bexiga urinaria dos animais
de cada grupo experimental foram coletadas e fixadas em Bouin por 24 horas. Apds
a fixagdo, os tecidos foram lavados em dlcool etilico a 70%, com posterior
desidratacdo em uma série crescente de alcoois. Posteriormente, os fragmentos
foram diafanizados com xilol por 2 horas e inclusos em polimeros pldsticos (Paraplast
Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados no micrétomo
Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha) com espessura de 5 micrometros,
corados com Hematoxilina-Eosina e fotografados no fotomicroscépio Nikon Eclipse
Ni-U (Nikon, Téquio, Japdo) equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Téquio,
Japdo). O diagndstico das lesdes uroteliais foram classificadas conforme o
estadiamento proposto pelo consenso da Organiza¢cdo Mundial da Saude/Sociedade

Internacional de Patologia Uroldgica (Epstein et al., 1998).

3.4- Imunomarcac¢ao dos Antigenos: p53, p21, HRAS-KRAS, PTEN, PI3K, AKT e
mTOR

Amostras da bexiga urindria dos animais de cada grupo experimental (n=7),

as mesmas utilizadas para as andlises histopatoldgicas, foram utilizadas para as
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imunomarcagdes. A seguir foram obtidos cortes com 5um de espessura no
micrétomo rotativo Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha), coletados em
laminas silanizadas. A recuperagao antigénica foi realizada por incubag¢dao dos cortes
em tampao citrato (pH 6.0) a 1002C em microondas ou tratamento com proteinase K,
dependendo das caracteristicas de cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases
enddgenas sera obtido com H,0, (0,3% em metanol) com posterior incubacdo em
solugdo bloqueadora com albumina soro bovino (BSA) 3%, em tampdo TBS-T por 1
hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos p53, p21, HRAS-KRAS,
PTEN, Pi3K, AKT e mTOR foram localizados através dos anticorpos primarios
especificos (Tabela 1), diluidos em BSA 1% e armazenados overnight a 4 2C. O kit
MACH 4 Universal HRP-Polymer (Biocare Medical, EUA) foi usado para deteccdo dos
antigenos de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds lavagem com tampao
TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo secundario HRP conjugado
proveniente do kit MACH 4 por 40 minutos e, posteriormente revelados com
diaminobenzidina (DAB), contra-corados com Hematoxilina de Harris e avaliados no
fotomicroscopio Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Téquio, Japdo) equipado com camera
Nikon DS-RI-1 (Nikon, Téquio, Japdo). Para avaliar a intensidade das imunorreagées
dos antigenos nas células uroteliais da bexiga urindria foram examinados cinco
campos com aumento de 400x para cada anticorpo. Os resultados das
imunomarcac¢des foram analisados por porcentagem de imunorreatividade, através
da quantificacdo da intensidade da marca¢ao obtida nas diferentes situagdes pelo
programa de andlise de imagens Imagel. Além da porcentagem de
imunorreatividade de cada grupo experimental, classificamos as intensidade da
marcacao por scores (0 - 4), sendo 0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de células
uroteliais positivas; 1 (muito fraca), 1-25% de células uroteliais positivas; 2 (fraca),
25-50% de células uroteliais positivas; 3 (moderada), 50-75% de células uroteliais
positivas; e 4 (intensa) >75% de células uroteliais positivas (Andrade, G. H. B. et al;

Souza, B. R. et al., 2018).
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Tabela 1. Caracteristicas dos Anticorpos Primarios para Imunomarcacao.

Anticorpos ) )
Primérios Espécie hospedeira  Codigo Fonte
p21 Coelho, policlonal  bs10129r Bioss, EUA
pS3 Mouse, monoclonal gtx70218 GeneTex, EUA
PI3K Mouse, monoclonal  sc1637 Santa Cruz Biotechnology, EUA
PTEN Mouse, monoclonal  s¢7974  Santa Cruz Biotechnology, EUA
mTOR Coelho, policlonal  20657-ap Protein Tech, EUA
AKT Mouse, monoclonal  s¢5298  Santa Cruz Biotechnology, EUA
HRAS+KRAS Coelho, policlonal  bs-6165r Bioss, EUA

3.5 - Analises Estatisticas

Todos os parametros foram analisados estatisticamente para os diferentes
grupos. Os indices de inibicdo da progressdao tumoral (IPT) e taxa de mortalidade
foram avaliados por meio do Teste de Qui-Quadrado. Os dados de pesos, consumo
de racdo e dgua assim como as quantificagbes de imunorreatividade foram
analisados através da analise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de
Tukey quando apresentaram normalidade (Teste de Shapiro-Wilk). Na auséncia de
normalidade, foi realizado o teste de variancia ndao paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. A significancia estatistica estabelecida
foi de 5% (p<0,05). As analises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad

Prism, versdo 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA).
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4 - RESULTADOS

 Ultrassonografia dos animais induzidos ao CBNMI

Apds a indugao do CBNMI, os animais experimentais foram submetidos ao
exame de ultrassonografia para confirmar a ocorréncia de lesdes na bexiga urindria
dos mesmos. Os resultados confirmaram a presenca de lesdo em 100% dos animais
induzidos quimicamente com o MNU, mostrando a eficiéncia deste carcinégeno ao
induzir o CBNMI em ratos. Apds o exame de ultrassonografia os animais induzidos

foram distribuidos aleatériamente entre os grupos experimentais. As imagens dos

exames de ultrassonografia estdo ilustrados na Figura 3.

Figura 2. Imagens do exame de ultrassonografia da bexigas urinarias dos grupos experimentais. (a)
bexiga urindria, antes da indugdo do CBNMI, sem lesdo; (b,c,d) bexiga urindria com lesdo apds

inducdo do CBNMI com MNU (1,5mg/kg); (e) Presenca de vascularizagdo ao mapeamento Doppler.
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4.1 - Analises histopatolégicas, indice de Inibicio da Progressdo Tumoral e
Analises macroscdpicas do trato urindrio dos grupos experimentais

Pés-Tratamento com OncoTherad ou Cisplatina

e A Imunoterapia com OncoTherad foi efetiva na Inibicdo da Progressao
Tumoral no tratamento de ratos com CBNMI quimicamente induzido

As andlises histopatolégicas mostraram que os animais do Grupo Controle ndo
apresentaram altera¢des estruturais na bexiga urinaria, mantendo, desta forma o
urotélio composto por 2 - 3 camadas de células, sendo: uma camada de células
basais, uma camada celular intermédia, e uma camada superficial ou apical (Figura
3A). No entanto os animais do Grupo MNU (Cancer) as andlises histopatoldgicas da
bexiga urinaria evidenciaram a presenca de lesdes malignas em 100% dos animais,
caracterizadas pela presenca de carcinoma urotelial com invasao da lamina prépria
(pT1), carcinoma papilifero (pTa) e carcinoma in situ (pTis) em 60%, 20% e 20%,
respectivamente, apds tratados com apenas com MNU (Tabela 2). O carcinoma
urotelial com invasdao da lamina prépria (pT1) (Figuras 2B) foi caracterizado por
células neoplasicas agrupadas em pequenos grupos ou corddes invadindo a lamina
prépria, numerosas figuras de mitose e células pleomdrficas com nucleos
aumentados.

Nos animais tratados com OncoTherad na via intraperitoneal (OncoTherad IP)
as anadlises histopatoldgicas da bexiga urindria evidenciaram a presenca de
carcinoma papilifero (pTa) em 66,67%dos animais (Figura 3D). Nestes animais foi
observado também a presenca de hiperplasia papilifera (Figuras 3C), uma lesdo
benigna na frequéncia de 16,67%. Ainda neste grupo, a ocorréncia de lesdes
pré-malignas esteve presente em 16,67% dos animais, caracterizada pela neoplasia
intraurotelial de baixo grau, onde observa-se células com moderada atipia nuclear.

Quando tratados com OncoTherad na via intravesical (OncoTherad IV), os
resultados das andlises histopatoldgicas da bexiga urindria confirmaram a presenca
de lesdes malignas como carcinoma papilifero (pTa) em 33,34% e carcinoma
urotelial com invasdo de lamina proépria (pT1) em 16,67% dos animais (Figuras 3F).

Lesdes benignas foram observadas em 50% dos animais que receberam este



49

tratamento, sendo que estes apresentaram em seu urotélio apenas uma hiperplasia
papilifera (Figura 3E), caracterizada pelo espessamento do urotélio e auséncia de
atipias citoldgicas.

Nos animais tratados com Cisplatina, as alteracdes histopatoldgicas
observadas na bexiga urindria dos animais foram o carcinoma in situ (pTis) presente
em 60% (Figura 3H), o carcinoma papilifero (pTa) presente em 20% (Figura 3G), e
carcinoma urotelial com invasao da lamina prépria (pT1) presente em 20% dos
animais deste grupo. O carcinoma in situ (pTis) foi caracterizado por uma
desordenada proliferacdo das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano,
com acentuadas atipias celulares caracterizadas por nucleos volumosos, redugao do
citoplasma e nucléolos multiplos e proeminentes.

Os resultados das analises histopatoldgicas estdo representados na Tabela 2 e
as fotomicrografias das altera¢des histoldgicas mais frequentes em cada grupo sao
apresentadas na Figura 3.

Considerando que a inducdo do cancer com o MNU é efetiva e resulta em
100% de lesdes malignas, neste trabalho as lesGes benignas e pré-malignas (ou seja,
lesbes “nao-malignas”) representardo o indice de inibicdo da progressao tumoral
(IPT). Desta forma, podemos afirmar que o tratamento com OncoTherad na via
intraperitoneal e intravesical promoveu a inibigao da progressao tumoral em 33,34%
e 50,00% dos animais experimentais, respectivamente. Ou seja, nestes animais,
observamos que a terapia administrada via intravesical associa-se a maior IPT. Sendo
gque o IPT no grupo OncoTherad IV foi estatisticamente superior aos grupos
experimentais MNU e Cisplatina. Contudo, das estratégias testadas, o tratamento
com Cisplatina foi o Unico que ndo apresentou inibicdo da progressdao tumoral logo

apods o término do tratamento.
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Tabela 2. porcentagem de altera¢des histopatoldgicas na bexiga urinaria dos
grupos experimentais Pds-Tratamento™.

_ . Controle MNU OncoTherad IP  OncoTherad IV Cisplatina
Lesdes Uroteliais (n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5)
0,
Auséncia de 100% (5) - - - -
lesdes Urotélio Normal
Hiperplasia - = - - -
Plana
LesGes
Benignas Hiperplasia _ _ 16,67% (1) 50,00% (3)
Papilifera
Metaplasia _ _ _ _ _
Escamosa
Lesdes Pré
Malignas Neoplasia
Intraurotelial de — — 16,67% (1) - -
baixo grau
Carcinoma _ 20% (1) _ _ 60% (3)
in situ
(pTis)
LesBes EalselelE _ 20% (1) 66,67% (4) 33,33% (2) 20% (1)
i Papilifero
Malignas (pTa)
Carcinoma com _ 60% (3) _ 16,67% (1) 20% (1)
Invasao da
Lamina Prépria
(pT1)
0% a 33,33% ab 50,00% b 0% a

Inibi¢do da Progressao Tumoral (IPT)

*Animais experimentais eutanasiados 7 dias apds o término do tratamento. Grupos: Controle,
MNU-Céncer, OncoTherad IP, OncoTherad IV e Cisplatina. (IP: tratamento via e intraperitoneal; IV
tratamento via intravesical). IPT: valores seguidos por letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).
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OncoTherad IP

OncoTherad IV

Cisplatina

Figura 3. Fotomicrografias das alteragdes histopatoldgicas mais frequentes das bexigas urinarias dos grupos
experimentais Pds-Tratamento. Grupos: Controle (A), MNU (B), OncoTherad IP (C,D), OncoTherad IV (E,F) e
Cisplatina (G,H). (A) Urotélio normal composto por 2-3 camadas: uma camada de células basais, uma
camada intermédia de células e uma camada superficial ou apical composta por células em guarda-chuva;
(B) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1): células neoplasicas dispostas em pequenos
grupos invadindo a lamina propria; (C) Hiperplasia papilifera, caracterizadas por espessamento do urotélio
com auséncia de atipias citoldgicas; (D) carcinoma papilifero (pTa) caracterizado por extensas lesGes
papiliferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade; (E) Hiperplasia
papilifera; (F) carcinoma urotelial com invasdo de lamina prépria; (G) carcinoma papilifero (pTa) e (H)
carcinoma in situ (pTis) caracterizado por uma desordenada proliferagdo das células uroteliais (hiperplasia)
em um urotélio plano. Coloragdo: Hematoxilina de Harris e Eosina alcodlica.



52

» Anadlises Macroscépicas do Trato Urinario dos animais experimentais
Pés-Tratamento

No momento da eutandsia verificamos a frequéncia de altera¢des estruturais no
trato urindrio dos animais, tais como presenca de cdlculo vesical, cdlculo renal e
hidroureter. Os animais do grupo Controle (sadios) ndo apresentavam alteragées
estruturais macroscopicas no trato urindrio, como se esperava. Nos animais do
grupo MNU (Céncer), embora a lesdo na bexiga urindria fosse visivel
macroscopicamente, o trato urinario também n3do apresentava alteragles
estruturais significativas, evidenciando que as alteracdes futuras seriam decorrentes
dos efeitos adversos da evolugdo da carcinogénese e/ou dos tratamentos realizados.

No grupo tratado com Cisplatina, a presenca de cdlculo vesical foi vista em
20,00% dos animais, e 30,00% dos animais deste grupo apresentaram hidroureter,
no entanto ndo houve formacao de calculo renal nestes animais. Os animais tratados
com OncoTherad (via intraperitoneal e via intravesical) ndo apresentavam célculo
renal, e a presenga de hidroureter foi de 33,33% nos animais que receberam esta
imunoterapia nas duas vias de administracdo. No entanto, a presenca de cdlculo
vesical foi maior nos animais tratados via intraperitoneal (50,00%), comparado aos
animais tratados com o mesmo farmaco via intravesical (16,66%). A Tabela 3 mostra
a frequéncia das alteragbes estruturais do trato wurindrio destes grupos

experimentais eutanasiados apds (7 dias) o término do tratamento.

Tabela 3. Andlise Macroscdpica do trato urinario dos animais experimentais Pds-
Tratamento*.

Alteragoe.s Controle MNU OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina
Estruturais
do Trato
n=5 n=5 n=6 = =
Urinario (n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5)
CEml Ausente Ausente 50,00% (3) 16,66% (1) 20,00%
Vesical
(1)
Hidroureter Ausente Ausente 33,33% (2) 33,33% (2) 30,00%
(3)
Calculo Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Renal

*Animais experimentais eutanasiados 7 dias apdés o término do tratamento. Grupos: Controle,
MNU-Céncer, OncoTherad IP, OncoTherad IV e Cisplatina. (IP: tratamento via e intraperitoneal; IV
tratamento via intravesical).
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4.2 - Teste de Sobrevida e Regressdao/Progressdo Tumoral

4.2.1 - Peso Corporal e Consumo de Agua e Rag¢do dos grupos experimentais
Os grupos experimentais destinados ao Teste de Sobrevida e
Regressdo/Progressdao Tumoral, foram acompanhados semanalmente desde o inicio
inducdo do CBNMI até a eutanasia dos mesmos. Durante este periodo, analisamos a
variacdo do peso corporal, o ganho de peso/semana também bem como o consumo
de agua e racdo destes animais. Para realizar esta analise, observamos todos os
animais tratados com a mesma estratégia terapéutica em conjunto, independente
do periodo de sobrevida (SV30, SV90 e SV180). Desta forma, o n (n2 de animais)
inicial para este teste foi de 22 animais/grupo, sendo que nas analises dos periodos
de sobrevida mais longos o n/grupo foi menor, devido a eutdnasia dos animais (SV90)
e enventuais mortalidades (SV180). Os resultados desta andlise sdo apresentados na

Tabela 4.

e Estratégias terapéuticas baseadas no uso isolado do OncoTherad ou Cisplatina
promovem aumento no peso corporal apdés o tratamento e na sobrevida
pos-tratamento

Nossos resultados demonstraram que em todos os grupos experimentais o
peso corporal inicial (antes de se realizar qualquer procedimento experimental) e
apos a inducdo quimica do CBNMI foram estatisticamente semelhantes. Entretanto,
apos o tratamento observou-se um aumento significativo no peso corporal dos
animais tratados com OncoTherad IP comparado aqueles tratados com
Cisplatina+OncoTherad.

Nos grupos SV30 (eutanasiados 30 dias apdés o término do tratamento)
também observamos um aumento significativo no peso corporal dos animais
tratados com OncoTherad IP, desta vez comparado com aqueles tratados com o
mesmo farmaco na via intravesical (OncoTherad IV) e com os que receberam

tratamento com Cisplatina+OncoTherad. Ainda, em SV30 observamos que o grupo
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tratado apenas com Cisplatina apresentou peso corporal estatisticamente maior do
gue o grupo tratado com os farmacos em combinacdo (Cisplatina+OncoTherad).

Os grupos experimentais eutanasiados 90 dias apds o término do tratamento
(SV90) apresentaram aumento estatisticamente significativo no peso corporal
guando foram tratados com OncoTherad IP ou Cisplatina, comparado aqueles
tratados com os dois farmacos. Pode-se observar ainda um aumento significativo no
peso corporal do grupo Cisplatina, quando comparado ao tratado com OncoTherad
IV. Entretanto, no maior periodo de sobrevida (SV180) o peso corporal dos quatro
grupos experimentais voltaram a ser estatisticamente semelhantes.

Esses resultados (Tabela 4) nos permite concluir primeiramente que as quatro
estratégias terapéuticas ndo promovem perda de peso corporal, uma das grandes
desvantagens dos tratamentos anticancer, e, também que a associacdo das duas
estratégias terapéuticas, baseada na imunoterapia e quimioterapia, promovem
redugdo no peso corporal dos animais, quando comparados com aqueles grupos

tratados apenas com OncoTherad ou Cisplatina.

e Os tratamentos administrados via intraperitoneal, seja com OncoTherad IP ou
Cisplatina, promovem maior ganho de peso semanal

Na andlise do ganho de peso semanal, primeiramente observamos as diferentes
estratégias terapéuticas em cada periodo experimental (inicial, durante a indu¢do do
CBNMI, durante o tratamento e dentro de cada periodo de sobrevida). Nossos
resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos experimentais no periodo inicial, na indu¢gdao e também nos
diferentes periodos de sobrevida (Tabela 4). Entretanto, durante o tratamento os
animais do grupo OncoTherad IP apresentavam ganho de peso semanal
significativamente maior do que aqueles do grupo Cisplatina+OncoTherad,
confirmando os dados de peso corporal pds tratamento mencionados
anteriormente.

Neste estudo realizamos ainda uma andlise durante todo o periodo
experimental, considerando a média de ganho de peso/semana nos diferentes

grupos experimentais. Nesta analise observamos um aumento significativo naqueles
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animais tratados com os farmacos na via intraperitoneal, seja com OncoTherad IP ou
com Cisplatina. Adicionalmente pudemos observar um aumento no ganho de peso
semanal no grupo OncoTherad 1V, comparado aqueles tratados com
Cisplatina+OncoTherad. O grafico da variacdo de peso corporal dos animais durante

todo o periodo experimental esta ilustrado na Figura 4.

Variagao de peso corporal (g) dos animais experimentais

———0ncoTherad IP  =———0OncoTherad IV =~ ——Cisplatina Cisplatina+OncoTherad

Pesos(g)

e I i i i i
Semanas 1 2 3 &5 e 7 g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 B 19 20 21 27 23 24 25 2 27 28 29 30 31 32 33 34 3 36 37 38 39

Figura 4. Grafico da variacdo de peso corporal (g) dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos durante todo o periodo experimental. Setas azuis indicam as

doses de manutencao realizadas mensalmente.

e O tratamento intravesical com OncoTherad, isolado ou associado a Cisplatina,
promove aumento significativo no consumo de agua

O consumo de agua semanal nos diferentes grupos experimentais foram
estatisticamente semelhantes inicialmente, durante a indugdo e no periodo de
tratamento. Um aumento significativo no consumo de agua foi visto nos animais
tratados com o OncoTherad IV e também quando este farmaco foi associado ao

guimioterdpico (Cisplatina+OncoTherad) nos periodos de sobrevida SV30 e SV90.
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Ainda, em SV90 observou-se que o consumo de dgua no grupo
Cisplatina+OncoTherad foi estatisticamente maior do que naqueles tratados apenas
com OncoTherad IV. Entretanto no maior periodo de sobrevida (SV180) o consumo
de agua dos grupos experimentais voltaram a ser estatisticamente semelhantes

(Tabela 4).

* O consumo semanal de racdo é aumentado no grupo Cisplatina nos maiores
periodos experimentais (SV90 e SV180)

Na andlise do consumo semanal de racdo observamos que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais inicialmente,
durante a inducdo, no periodo de tratamento e em SV30 (Tabela 4). No entanto, em
SV90 pudemos observar um aumento significativo no consumo semanal de ra¢do no
grupo Cisplatina, comparado aos demais grupos, e em SV180 o consumo no grupo
Cisplatina ainda foi estatisticamente maior do que no grupo tratado com

Cisplatina+OncoTherad.
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Tabela 4. Dados de peso corporal (g), consumo semanal de ra¢do (g) e consumo de

agua (ml) por animal dos grupos experimentais nos diferentes periodos e

tratamentos.
Grupos Experimentais (n inicial=22/grupo)*
Pardametros
Oncotherad IP OncoTherad IV Cisplatina Cisplatina+OncoTherad
Inicial* 190,0+ 10,3 a 187,3+6,1 a 188,5+6,2a 183,7+6,7 a
Apés Inducao* 193,8+12,5a 189,9+12,7 a 196,0+ 7,4 a 189,6+9,9 a
Peso Corporal | Apos Tratamento* 205,1+9,5a 196,5+9,5ab 203,3£8,1ab 193,5+115b
(&) SV30 212,2+89a 202,3 +11,1 bc  206,1 + 16,4 ab 198,0 + 10,4 c
SV90* 219,8 +14,3ac  204,3+17,7 ab 229,3+7,6¢ 197,2+16,0 b
SV180 235,9+ 16,7 a 22417+212a  250,0+289a 211,5+19,1a
Inicial* 3,0£1,2a 40+1,2a 2,0£19a 2,6+2,1a
Ganhode Inducdo* 0,49+ 1,1a 0,37+1,4a 1,07 £0,6 a 0,80+ 1,0a
Peso i;)"‘a“a' Tratamento* 1,88+ 1,0a 1,08 + 1,4 ab 1,83+0,9 ab 0,65+1,1b
SV30 1,77+09a 1,48+0,9a 0,71+2,4a 1,12 £1,43 a
SV90* 1,44+06a 0,83+1,3a 2,08+1,1a 0,78+0,8a
SV180 1,44+0,2a 1,23+1,0a 1,73+1,1a 1,06 £0,9a
Geral 1,33+0,5a 0,84%0,5b 1,46 0,82 0,35+0,5¢
Inicial 1282+ 6,7 a 117,9+15,6 a 129,2+1,9a 117,6 + 18,3 a
Inducdo 129,1+9,4a 121,8 £14,0 a 127,8+8,4a 120,8+17,1a
Consumo de Tratamento 126,4+ 16,7 a 139,4+29,0a 127,9+9,1a 150,2+31,5a
ég“a(/;i')“a“a SV30 120,8 + 13,0 a 150,7 £18,2 b 123,7+12,5a 164,5+32,9b
SV90* 114,6 + 13,8 a 149,3+82b 117,7+8,9a 166,0+ 11,8 c
SV180 1346+ 14,7 a 155,2£29,1a 129,1 £14,6 a 155,7+ 33,2 a
Inicial 79,2+2,5a 77,4+50a 76,8+3,1a 72,5+10,9 a
Inducdo 74,6 £ 8,7 a 71,7+7,8a 72,6+7,3a 68,0+ 9,92
Consumo de Tratamento 76,2 +5,0a 72,5t7,4a 74,3+ 15,8 a 69,3 £10,0 a
”'95°/(s‘;"‘a“a SV30 78,5+ 4,9a 75,3+5,8a 74,9+3,1a 76,5+ 8,3 a
: SV90 74,8 £ 6,6 a 75,2+6,5a 80,7+6,9b 73,5+ 4,5a
SV180 79,6+ 11,1 ab 80,7 £ 9,3 ab 86,5+ 10,4 a 74,5+83 b

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Analise de Varidncia ANOVA, Teste de Tukey. Demais parametros:
ANOVA de Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. *N inicial variavel nos periodos sobrevida devido a
eutanasia dos animais e ocorréncia de eventual mortalidade. Na mesma linha, valores seguidos por letras iguais
indicam que nao diferem estatisticamente entre os grupos (p>0,05).
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4.2.2 - Andlises histopatolégicas, Indice de Inibicdo da Progressao Tumoral e

Analises macroscopicas do trato urindrio dos grupos experimentais SV30

e OncoTherad promove IPT estatisticamente significativo na sobrevida
poés-tratamento (SV30)

Os resultados das andlises histopatoldgicas da bexiga urindria dos animais
submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral e eutanasiados 1
més apdés o final do tratamento (SV30) mostraram-se diferentes daqueles
observados nos animais eutanasiados logo apds o final do tratamento, descritos
anteriormente.

Nos animais do grupo OncoTherad IP observamos a ocorréncia de urotélio
normal (caracterizando auséncia de lesdo) em 28,57% dos animais (Figuras 5a e 5b).
LesGes benignas estiveram presentes em 14,28% dos animais na forma de
hiperplasia plana, caracterizada pelo espessamento do urotélio e auséncia de atipias
citoldgicas. Nestes animais também foram encontradas lesdes malignas, tais como
carcinoma papilifero (pTa) e carcinoma urotelial com invasdo de lamina propria
(Figuras 5c), ambos na na frequéncia de 28,57%. O IPT (indice de Inibicdo da
Progressao Tumoral) neste grupo foi 42,84%.

A ocorréncia de urotélio normal também foi observada em 28,57% dos animais
gue receberam o tratamento com o OncoTherad IV. Neste grupo também
constatamos a ocorréncia de lesGes benignas, como hiperplasia plana em 14,28%, e
lesGes pré-malignas como metaplasia (Figura 5d) em 14,28% dos animais tratados.
As lesdes malignas estiveram presentes em 42,84% dos animais deste grupo, na
forma de carcinoma papilifero (Figuras 5e e 5f). Desta forma, pode-se afirmar que o
IPT dos animais tratados com o OncoTherad na via intravesical foi 57,14%.

Quando tratados com Cisplatina, os resultados das andlises histopatoldgicas
mostraram a presenca de lesdo benigna (hiperplasia papilifera) em apenas 14,28%
dos animais (Figura 5i). Neste grupo as lesGes malignas encontradas foram
carcinoma in situ (pTis), carcinoma papilifero (pTa) (Figuras 5g e 5h) e carcinoma

urotelial com invasdo de lamina prépria (pT1), com ocorréncia de 14,28%, 57,14% e
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14,28% respectivamente. Nos animais tratados apenas com a Cisplatina o IPT foi de
14,28%.

O tratamento simultdneo com os dois farmacos (Cisplatina+OncoTherad)
resultou na ocorréncia de lesdes benignas como hiperplasia plana (Figura 5l) e
hiperplasia papilifera, ambas com ocorréncia em 14,28% dos animais. As analises
histopatoldgicas mostraram ainda a presenca de lesGes malignas tais como,
carcinoma papilifero (pTa) e carcinoma urotelial com invasdo de lamina prdépria - pT1
(Figuras 5j e 5k), com ocorréncia de 42,84% e 28,57% respectivamente. O IPT foi de
28,57% nos animais deste grupo.

Para confirmar se o IPT promovido pelas diferentes estratégias terapéuticas
era estatisticamente significativo, nos animais submetidos ao Teste de Sobrevida e
Inibicdo/Progressdao Tumoral, comparamos o IPT dos diferentes tratamentos com o
grupo MNU (Cancer) cujo IPT é zero, ou seja, que apresenta 100% de lesdes malignas
apos a indugcdo do CBNMI. Além disso comparamos essas estratégias entre elas, para
investigar quais apresentam maior efetividade antitumoral, através do IPT. Nossos
resultados demonstraram que os tratamentos com OncoTherad, seja IP ou |V,
promovem IPT estatisticamente significativo, comparado ao grupo MNU. Ainda, o
IPT do grupo OncoTherad IV foi significativamente superior ao do grupo Cisplatina.

As andlises histopatoldgicas dos animais tratados com o OncoTherad nas
diferentes vias de administracdo evidenciaram, também, a ocorréncia de um
processo inflamatdério intenso através de infiltrados de células inflamatdrias
presentes no urotélio destes animais. Os resultados das analises histopatolégicas dos
animais submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral estdo
representados na Tabela 5 e as fotomicrografias das altera¢des histoldgicas mais

frequentes em cada grupo sdo apresentadas na Figura 5.
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Tabela 5. Porcentagem de alteragdes histopatoldgicas na bexiga urindria dos animais
submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressao Tumoral SV30*.

Cisplatina +
= 0 OncoTherad IP | OncoTherad IV Cisplatina OncoTherad
Lesdes Uroteliais (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ausénciade | Urotélio 28,57% (2) 28,57% (2) - B
Lesdo Normal
Hiperplasia 14,28% (1) 14,28% (1) - 14,28% (1)
Plana
Lesdes
Benignas . .
Hiperplasia - - 14,28% (1) 14,28% (1)
Papilifera
Metaplasia - 14,28% (1) - -
" Escamosa
LesGes
Pré Malignas
Neoplasia

Intraurotelial
de Baixo Grau

LesOes
Malignas

Carcinoma
in situ
(Ptis)

14,28% (1)

Carcinoma
Papilifero
(pTa)

28,57% (2)

42,84% (3)

57,14% (4)

42,84% (3)

Carcinoma com
Invasdo da
Lamina Prépria
(pT1)

28,57% (2)

14,28% (1)

28,57% (2)

Inibicao da Progressao
Tumoral (IPT)
*Animais experimentais eutanasiados 30 dias apds o término do tratamento. Grupos: OncoTherad IP,
OncoTherad IV e Cisplatina. Grupo MNU-Cancer: IPT= 0%a (IP: tratamento via e intraperitoneal; IV
tratamento via intravesical). IPT: valores seguidos por letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).

14,28% ab  28,57% ac

42,84% bc 57,14% c
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Grupos Experimentais SV30

OncoTherad IP

Cisplatina OncoTherad IV

Y
e

v
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Cisplatina +
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Figura 5. Fotomicrografias das alteragbes histopatoldgicas mais frequentes das bexigas urindrias dos animais
experimentais SV30 (1 més apds o término do tratamento). Grupos: OncoTherad IP (a - c), OncoTherad IV (d - f),
Cisplatina (g - i) e Cisplatina+OncoTherad (j - I). (a) Urotélio normal, sem ledo, semelhante ao grupo Controle; (b)
Urotélio normal com infiltrado de células inflamatdrias; (c) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1):
células neoplasicas dispostas em pequenos grupos invadindo a ldmina propria; (e) Metaplasia escamosa; (e, f)
Carcinoma papilifero (pTa), caracterizado por extensas lesGes papiliferas, com intensos infiltrados de células
inflamatdrias; (g, h) Carcinoma papilifero (pTa); (i) Hiperplasia papilifera, caracterizadas por espessamento do urotélio
com auséncia de atipias citolégicas; (j) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1); (k) pT1l com
Metaplasia escamosa; e (l) Hiperplasia plana: espessamento do urotélio com auséncia de atipias citoldgicas. Coloragdo:

Hematoxilina de Haris e Eosina alcodlica.
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¢ Analises Macroscépicas do Trato Urinario dos animais experimentais SV30

As observagdes feitas nos animais eutanasiados 1 més apds o término do
tratamento (SV30) apresentaram um padrdo distinto daquele visto logo apds o
término do tratamento, mostrando que em alguns dos tratamentos testados houve
recuperacao da estrutura do trato urinario e em outros, essas altera¢des estruturais
se mostraram mais frequentes.

Os animais tratados com OncoTherad IP, apds 30 dias, apresentavam calculo
vesical em 14,28% dos animais e neste grupo ndo observou-se formacao de calculo
renal e hidroureter, mostrando uma boa recuperac¢do da estrutura do trato urindrio
comparado aqueles eutanasiados poés-tratamento. Os animais tratados com o
mesmo composto na via intravesical (OncoTherad IV) também ndo apresentavam
calculos renais, no entanto as alteracdes na bexiga urindria e ureteres foram mais
frequentes 1 més apds o tratamento, sendo que neste grupo observamos a presenca
calculo vesical e hidroureter na frequéncia de 28,57% e 42,84%, respectivamente. As
alteragbes no trato urindrio dos animais tratados com Cisplatina, em SV30, foram
calculo vesical (14,28%) e hidroureter (28,57%). Enquanto que nos animais que
recebeu tratamento simultdneo, com OncoTherad e Cisplatina, as alteracGes foram
presenga de calculo vesical e hidroureter, ambos na frequéncia de 28,57%. Nestes
animais também ndo houve formacdo de calculo renal. A Tabela 6 mostra a
frequéncia das alteragbes macroscdpicas do trato urindrio em cada grupo

experimental.

Tabela 6. Andlise Macroscopica do Trato urinario dos animais experimentais SV30
(n=7 animais/grupo).

Alteracoes Cisplatina
Estruturais do OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina +
Trato Urinario OncoTherad
Calculo Vesical 14,28% (1) 28,57% (2) 14,28% (1) 28,57% (2)

Hidroureter Ausente 42,84% (3) 28,57% (2) 28,57% (2)
Calculo Renal Ausente Ausente Ausente Ausente
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4.2.3 - Andlises histopatoldgicas, Indice de Inibicdo da Progressao Tumoral e

Analises macroscopicas do trato urindrio dos grupos experimentais SV90

e As estratégias terapéuticas baseadas no uso do OncoTherad e Cisplatina,
isolados ou em associacdo, apresentam IPT significativo 90 dias
poés-tratamento (SV90)

Os resultados histopatoldgicos encontrados nos animais, submetidos ao Teste
de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral, 90 dias apds o término do
tratamento (Tabela 7, Figura 6) foram diferentes daqueles encontrados
anteriormente (SV30), mostrando que as diferentes estratégias terapéuticas podem
apresentar melhores resultados quando prolongadas.

As analises histopatoldgicas das bexigas urindrias dos animais do grupo
OncoTherad IP evidenciaram a auséncia de lesdao (urotélio normal) em 42,84%
(Figuras 6a e 6b) e lesdes benignas do tipo hiperplasia plana em 28,57% dos animais
deste grupo (Figura 6c¢). A presenca de lesdes malignas foi bem menor, sendo que
em 14,28% dos animais observou-se a presenca de carcinoma papilifero (pTa) e a
presenca de carcinoma papilifero com invasao de lamina prépria (pT1) em outros
14,28% dos animais deste grupo. Sendo assim, o IPT neste grupo foi de 71,43%.

Os animais do Grupo OncoTherad IV apresentaram lesGes benignas, como
hiperplasia plana e hiperplasia papilifera (Figura 6f), ambas em 14,28% dos animais,
além de lesGes pré-malignas, como neoplasia intraurotelial de baixo grau, em 14%
dos animais tratados (Tabela 7). No entanto a presenca de lesdes malignas foi
observada na maioria dos animais deste grupo, sendo 28,57% carcinoma papilifero -
pTa e outros 28,57% carcinoma urotelial com invasdo de lamina propria - pT1
(Figuras 6d e 6e). Considerando a presenca de lesGes ndo malignas, o IPT neste
grupo foi de 42,84%.

No grupo Cisplatina, os resultados histopatolégicos evidenciaram a presenca
de lesdes benignas, hiperplasia plana (14,28%) e hiperplasia papilifera (14,28%), e
também a presenca de lesGes pré-malignas, como neoplasia intraurotelial de baixo
grau (Figuras 6g e 6h) presente em 28,57% dos animais. As lesdes malignas

observadas neste grupo foram carcinoma in situ (pTis) em 14,28%, e carcinoma
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papilifero (pTa) presente em 28,57% dos animais (Figura 6i). Neste grupo, o IPT foi
de 57,14%.

Enquanto que nos animais do Cisplatina+OncoTherad, observou-se a auséncia
de lesdo (urotélio normal) em 28,57% (Figura 6j). Neste grupo também houve a
presenca de lesGes pré-malignas, como metaplasia escamosa (Figura 6k) e neoplasia
intraurotelial de baixo grau, ambas em 14,28% dos animais. Outros 42,84% dos
animais deste grupo apresentaram lesdes malignas do tipo carcinoma urotelial com
invasdo de lamina propria - pT1 (Figura 6l). O IPT neste grupo foi de 57,14%.

Entretanto, quando comparamos o IPT das quatro estratégias terapéuticas
com o grupo MNU (Cancer) as andlises estatisticas comprovam que este indice foi
significativo em todos os grupos experimentais SV90, porém ndo houve diferencas
estatisticas entre o IPT de cada tratamento. Os resultados das andlises
histopatoldgicas dos animais submetidos ao Teste de Sobrevida e
Regressdo/Progressdao Tumoral - SV90 estdo representados na Tabela 7 e as
fotomicrografias das altera¢des histoldgicas mais frequentes em cada grupo sdo

apresentadas na Figura 6.
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Tabela 7. Porcentagem de alteragdes histopatoldgicas na bexiga urindria dos animais
submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral SV90*.

Cisplatina
OncoTherad IP | OncoTherad IV Cisplatina +
Lesdes Uroteliais OncoTherad
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Auséncia de Urotélio
Les3o Normal 42,84% (3) - - 28,57% (2)
Hiperplasia 28,57% (2) 14,28% (1) 14,28% (1) -
Lesdes Plana
Benignas
Hiperplasia _ . .
Papilifera 14,28% (1) 14,28% (1) -
Metaplasia
Escamosa - - —
14,28% (1)
LesGes PYP——
Pré Malignas eop asuf
Intraurotelial -
de baixo grau 14,28% (1) 28,57% (2) 14,28% (1)

Carcinoma
in situ
(Ptis)

- - 14,28% (1) -

Carcinoma
Papilifero
(pTa)
Carcinoma
com Invasdo 14,28% (1) 28,57% (2) - 42,84% (3)
da Lamina
Prépria (pT1)

14,28% (1) 28,57% (2) 28,57% (2) -
LesoOes
Malignas

Inibicao da Progressao
Tumoral (IPT)
*Animais experimentais eutanasiados 90 dias apds o término do tratamento. Grupos: OncoTherad IP,
OncoTherad IV e Cisplatina. Grupo MNU-Cancer: IPT= 0%a. (IP: tratamento via e intraperitoneal; IV
tratamento via intravesical). IPT: valores seguidos por letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).

71,43% b 42,84% b 57,14% b 57,14% b
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Grupos Experimentais SV90

OncoTherad IP

OncoTherad IV

Cisplatina

Cisplatina +
OncoTherad

Figura 6. Fotomicrografias das alteragdes histopatoldgicas mais frequentes das bexigas urindrias dos grupos
submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral SV90 (eutanasiados 3 meses apds o término do
tratamento). Grupos: OncoTherad IP (a - c), OncoTherad IV (d - f), Cisplatina (g - i) e Cisplatina+OncoTherad (j - 1). (a,b)
Urotélio normal, semelhante ao grupo Controle (saudavel); (c) Hiperplasia plana, caracterizado pelo espessamento do
urotélio com auséncia de atipias citoldgicas. (d,e) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1): células
neoplasicas dispostas em pequenos grupos invadindo a lamina prdpria; (f) Hiperplasia papilifera, caracterizadas por
espessamento do urotélio com auséncia de atipias citoldgicas; (g,h) Neoplasia Intraurotelial de baixo grau, uma lesdo
pré-maligna; (i) Carcinoma papilifero (pTa) caracterizado por lesGes papiliferas, células uroteliais com arranjo
desordenado e perda da polaridade; (j) urotélio normal; (k) Metaplasia Escamosa, lesdo pré maligna; e (I) Carcinoma

urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1).
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¢ Analises Macroscépicas do Trato Urinario dos animais experimentais SV90
As andlises macroscoépicas do trato urinario dos animais submetidos ao Teste
de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral, eutanasiados 90 dias apds o término
do tratamento estao descritas na Tabela 8. Nos animais do grupo OncoTherad IP, as
Unicas alteracGes estruturais encontradas foi a presenca de hidroureter na
frequéncia de 28,57%, e nestes animais ndo houve formacdo de célculo vesical e/ou
renal. Os animais tratados com o mesmo farmaco na via intravesical (OncoTherad V)
apresentavam altera¢des estruturais em todo o trato urinario, sendo que a
frequéncia dessas alteragdes foram maiores do que as encontradas nos animais
eutanasiados em momentos anteriores (Pds-Tratamento e SV30). Nesse grupo a
presenca de cdlculo vesical foi vista em 42,84% dos animais, hidroureter em 51,84%
e calculo renal em 14,28% dos animais tratados. No grupo Cisplatina+OncoTherad, as
alteragGes estruturais no trato urinario foram muito parecidas com o grupo tratado
apenas com OncoTherad IV, sendo que a presenca de hidroureter e calculo renal foi
vista na mesma frequéncia, no entanto a presenca de cdlculo vesical foi menor neste
grupo (28,57%). Contudo, o grupo experimental tratado apenas com Cisplatina foi o
gue apresentou melhor recuperacao das alteracbes estruturais do trato urindrio,
sendo que no momento da eutandsia esses animais apresentavam ureteres normais

e auséncia de célculo vesical e/ou renal.

Tabela 8. Analise Macroscdpica do Trato urindrio dos animais experimentais SV90
(n=7 animais/grupo).

Alteragoes Cisplatina
Estruturais do OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina *
Trato Urinario OncoTherad
Calculo Vesical

Ausente 42,84% (3) Ausente 28,57% (2)

Hi

idroureter 28,57% (2) 51,84% (4) Ausente 51,84% (4)
alculo Renal
Calculo Rena AIGERT 14,28% (1) Ausente 14,28% (1)
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¢ SV180 - Indugcdao do CBNMI nos animais experimentais com o carcinégeno
ENU (N-etil-N-nitrosoureia)

Durante o desenvolvimento deste trabalho, fomos surpreendidos pela
descontinuidade da fabricacdo e distribuicdo do carcinégeno MNU, desta forma,
tivemos que optar por um novo carcinégeno, N-etil-N-nitrosoureia (ENU - Sigma, St.
Louis, MO, EUA), indicado para a substituicdo do anterior. Diante desta adversidade,
e para dar continuidade aos experimentos do Teste de Sobrevida e
Regressdo/Progressdo Tumoral, houve a necessidade de verificar se a indugdo ao
CBNMI com o ENU diferia daquela feita com MNU, uma vez que os proximos grupos
experimentais seriam instilados com ENU para a indu¢dao do CBNMI. Para isso,
criamos um novo grupo (Cancer-ENU), controle “Cancer”, em que cada animal (n=9)
recebeu trés doses intravesicais do carcinégeno ENU (100mg/Kg) diluida em solugdo
DMSO (Dimethyl sufoxide) 50%, conforme orientagdo do fabricante, a cada 15 dias.
O numero de doses foi determinado a partir de experimentos pilotos feitos por
nosso grupo de pesquisa, sendo que 4 doses deste carcinégeno, como era feito
anteriormente com MNU, resultou em taxa de mortalidade elevada, além da
evolucdo do CB para o fendtipo musculo-invasivo nos animais experimentais. O

esquema de tratamento dos animais deste grupo (ENU-Cancer) estdo representados

na Figura 7.
Grupo ENU - Cancer
SEMANAS — i l 1 1 1' —]
0 1 2 3 4 5 6 7
[
& Enu 100mg/kg (iv) & Eutanasia

Figura 7. Inducdo do CBNMI do Grupo Experimental ENU-Cancer (n=9). As setas vermelhas
indicam a instilagdo de ENU (N-Nitroso-N-Etilureia), na dose 100mg/kg, via intravesical. A seta

preta indica o momento da eutandsia dos animais.
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Os resultados histopatolégicos mostraram que a indugdo ao CBNMI com o
carcindégeno ENU foi eficiente e promoveu lesdes neoplasicas malignas em todos os
animais (n=9), sendo que os resultados das analises histopatoldgicas da bexiga
urinaria destes animais evidenciaram que 100% apresentavam lesdes do tipo pTa

(carcinoma papilifero sem invasdo da lamina prépria). As fotomicrografias das

alteragdes histoldgicas deste grupo estdo apresentadas na Figura 8.

Figura 8. Fotomicrografias das lesGes uroteliais do Grupo ENU-Cancer: (A - F) Carcinoma papilifero (pTa)
caracterizado por extensas lesGes papiliferas e células uroteliais com arranjo desordenado.; (G - 1)
Carcinoma papilifero invertido, caracterizado por lesdes papiliferas com crescimento voltado para a lamina
basal (pTa “invertido”), e presenca de (I) metaplasia escamosa. As setas pretas apontando figuras de
mitose, indicam alta atividade de divisdo celular (B,E); Setas azul apontando aumento de células

inflamatérias no urotélio (F); Setas verdes apontando focos de metaplasia (I) na superficie do urotélio.
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¢ SV180 - Taxa de Mortalidade nos diferentes grupos experimentais

A estratégia terapéutica baseada no tratamento simultaneo com
OncoTherad e Cisplatina promove maior taxa de mortalidade

No Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral - 180 dias apds o
tratamento (SV180), além das andlises e observacdes feitas nos grupos
experimentais anteriores, contabilizamos nestes animais a taxa de mortalidade, visto
gue o periodo experimental era muito longo para o animal doente. O n inicial de
cada grupo experimental submetido a este teste foi de 8 animais por grupo e a taxa
de mortalidade esta ilustrada na Tabela 9. Cabe ressaltar que nos outros grupos
experimentais (eutanasiados até 3 meses apds o término do tratamento) ndo houve
mortalidade apds o inicio do tratamento, em todas as estratégias terapéuticas
testadas neste estudo.

A maior taxa de mortalidade (75,0%) foi vista no grupo Cisplatina+OncoTherad,
neste grupo a mortalidade foi estatisticamente maior, comparado aos grupos
OncoTherad IP e Cisplatina. A mortalidade nos animais tratados apenas com uma
estratégia terapéutica foi menor, sendo que no grupo OncoTherad IV essa taxa foi de
50,0% e quando tratados apenas com Cisplatina a taxa de mortalidade foi de 25,0%.
A menor mortalidade foi vista no grupo OncoTherad IP, nesses animais a taxa de

mortalidade, 6 meses apds o término do tratamento, foi de apenas 12,5%.

Tabela 9. Taxa de Mortalidade e Sobrevida dos animais submetidos ao Teste de
Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral - SV180.

Grupos Cisplatina

Experimentais OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina +

OncoTherad
N inicial 8 8 8 8
N final 7 4 6 2
Taxa de
Mortalidade 12,5% a 50,0% ab 25% a 75% b
Taxa de
Sobrevida 87,5% 50,0% 75% 25%
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4.2.4 - Andlises histopatoldgicas, Indice de Inibicdo da Progressdo Tumoral e

Analises macroscépicas do trato urinario dos grupos experimentais SV180

¢ As estratégias que apresentam menores taxas de mortalidade também
apresentam maiores IPT* no periodo experimental mais longo

As analises histopatoldgicas da bexiga urindria dos animais submetidos ao
Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral SV180 (6 meses apds o término
do tratamento) evidenciaram a presenca de lesdes malignas na frequéncia de 100%
em todos os grupos experimentais. Os resultados estdo representados na Tabela 10
e as fotomicrografias das alteragGes histoldgicas mais frequentes em cada grupo sao
apresentadas na Figura 9.

No grupo tratado com OncoTherad IP as lesdes encontradas foram
carcinoma papilifero (pTa) em 42,9% e carcinoma urotelial com invasdao de lamina
prépria (pT1) em 57,1% dos animais deste grupo (Figuras 9a - 9c). J4 no grupo
tratado com OncoTherad IV as lesGes malignas pTa (Figuras 9e e 9f) e pT1 (Figura 9d)
foram encontradas em 25% e 75% dos animais, respectivamente.

O grupo Cisplatina apresentou lesées malignas 50% do tipo pTa (Figuras 9i)
e 50% do tipo pT1 (Figuras 9g e 9h), enquanto que no Grupo Cisplatina+OncoTherad,
gue recebeu tratamento simultaneo com os dois farmacos (Cisplatina intraperitoneal
e OncoTherad intravesical) observamos a presenca de carcinoma urotelial com
invasdo de lamina propria (pT1) em 100% dos animais (Figuras 9j - 9l).

Considerando que a inducdo ao CBNMI com NNN promove carcinoma
papilifero (pTa) em 100% dos animais, nestes grupos podemos também considerar
um indice inibicdo da progressao tumoral (IPT*), uma vez que alguns destes animais
nao evoluiram para um diagndstico pior do que aquele inicial (pTa). Sendo assim, os
indices IPT* nos animais submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo
Tumoral SV180 seriam de 42,9% nos animais tratados com OncoTherad IP, 25,0% nos
animais tratados com o mesmo composto na via intravesical (OncoTherad IV) e
50,0% nos animais tratados apenas com Cisplatina. Nos animais do Grupo

Cisplatina+OncoTherad esse indice foi zero. As andlises estatisticas demonstraram
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qgue o IPT* nos grupos OncoTherad IP e Cisplatina foram estatisticamente maiores,

comparado aos grupos MNU e aos demais tratamentos.

Tabela 10. Porcentagem de alteragdes histopatoldgicas na bexiga urindria dos
animais submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral - SV180*

OncoTherad IP | OncoTherad IV Cisplatina Cisplatina +
LesOes Uroteliais OncoTherad
(n=7) (n=4) (n=6) (n=2)
Auséncia de Urotélio
Lesdo Normal - - - -
Hiperplasia - - - -
Lesdes Plana
Benignas
Hiperplasia - - - -
Papilifera
Metaplasia
Lesdes Escamosa - - - -
Pré Malignas
Neoplasia
Intraurotelial _ - = -
de baixo grau
Carcinoma
in situ _ - - -
(Ptis)
Lesdes
Malignas
Carcinoma
Papilifero 42,9% (3) 25,0% (1) 50,0% (3) -
(pTa)
Carcinoma
com Invasdo 57,1% (4) 75,0% (3) 50,0% (3) 100,0% (2)
da Lamina
Prépria (pT1)
Inibi¢do da Progressao o o
42,9% b 25,0% a 50,0% b 0a

Tumoral (IPT)*

*Animais experimentais eutanasiados 180 dias apds o término do tratamento. Grupos: OncoTherad IP,
OncoTherad IV e Cisplatina. (IP: tratamento via e intraperitoneal; IV tratamento via intravesical).
IPT*:considerando que o ENU promove a ocorréncia de pTa em 100% dos animais induzidos ao CBNMI.
Grupo ENU-Cancer: IPT= 0%a Valores seguidos por letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).
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Grupos Experimentais SV180

OncoTherad IP

OncoTherad IV

Cisplatina

Cisplatina +
OncoTherad

Figura 9. Fotomicrografias das alteragdes histopatoldgicas mais frequentes das bexigas urindrias dos grupos
experimentais SV180 (eutanasiados 6 meses apds o término do tratamento). Grupos: OncoTherad IP (a - c),
OncoTherad IV (d - f), Cisplatina (g - i) e Cisplatina+OncoTherad (j - I). (a) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina
prépria (pT1); (b,c) pT1, com aumento de vascularizagdo urotelial; (d) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina
propria (pT1); (e,f) Carcinoma papilifero (pTa) caracterizado por extensas lesdes papiliferas; (g,h) Carcinoma urotelial
com invasdo da lamina propria (pT1); (i) Carcinoma papilifero (pTa); (j,k,1) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina

prépria (pT1).



74

® Analises Macroscdépicas do Trato Urinario dos animais experimentais SV180

As alteragdOes estruturais no trato urinario dos animais submetidos ao Teste
de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral - 180 dias apds o tratamento, foram
observadas e estdo ilustradas na Tabela 11. Nesses animais, é importante considerar
também a taxa de mortalidade e considerar que a frequéncia das alteracbes
observadas é calculada a partir do n final de cada grupo (ver Tabela 8). Nos animais
tratados com OncoTherad na via intraperitoneal ndao observamos presenca de
calculo vesical e/ou renal, sendo que este grupo apresentou apenas presenca de
hidroureter na frequéncia de 42,90%. O grupo tratado com o mesmo farmaco na via
intravesical apresentou altera¢des estruturais em todo o trato urindrio, tais como
presencga de calculo vesical em 50,00%, hidroureter em 25,00% e presenca de calculo
renal em 25,00% dos animais. Quando tratados apenas com Cisplatina, apds 6 meses,
os animais ndo apresentavam calculo renal e/ou vesical, no entanto a frequéncia de
hidroureter foi de 33,30% nos animais deste grupo. Os animais tratados
simultaneamente com OncoTherad e Cisplatina ndao apresentavam altera¢des no

trato urinario, entretanto este tratamento apresentou maior taxa de mortalidade.

Tabela 11. Analise Macroscépica do Trato urinario dos animais experimentais SV180.

Cisplatina

Alteragoes . . *
Estruturais do OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina OncoTherad
Trato Urinario

(n=7) (n=4) (n=6) (n=2)

Calculo Vesical Ausente 50,0% (2) Ausente Ausente

Hidroureter 42,9% (3) 25,0% (1) 33,3% (2) Ausente
Calculo Renal Ausente 25,0% (1) Ausente Ausente
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4.3 - Anadlises de Imunohistoquimica dos diferentes grupos

experimentais

As andlises de imunohistoquimica foram feitas para os seguintes anticorpos
primarios : p53, p21, PTEN, HRAS-KRAS, Pi3K, AKT e mTOR. As proteinas detectadas
indicam vias e situa¢Oes especificas e de grande importancia para o entendimento
da inibicdo/progressio tumoral do CBNMI frente as diferentes estratégias
terapéuticas. Para analisar os resultados das imunohistoquimicas iremos,
primeiramente, comparar as diferentes estratégias terapéuticas dentro de um
mesmo periodo experimental com os grupos Controle e MNU (CBNMI sem
tratamento). No segundo momento faremos uma comparacdao das diferentes
estratégias terapéuticas dentro de um mesmo periodo de sobrevida pds-tratamento
(SV30, SV90 e SV180) e, posteriormente, iremos analisar cada estratégia terapéutica
com os grupos Controle e MNU nos diferentes periodos experimentais

(Pés-Tratamento, SV30, SV90 e SV180).

4.3.1 - Andlises das Imunohistoquimicas dos Grupos experimentais

Pos-Tratamento

® O tratamento com OncoTherad promove reducao da imunorreatividade do
antigeno p53 e aumento do p21, enquanto que o inverso acontece no tratamento
com Cisplatina

Os resultados das analises de imunohistoquimica dos grupos experimentais
Pdés-Tratamento estdo apresentados na Tabela 12 e nas Figuras 10, 11 e 12. Nossos
resultados demonstraram um aumento significativo na imunorreatividade do
antigeno p53 no grupo MNU (Figura 10C) e no grupo tratado com Cisplatina (Figura
101), comparado ao grupo Controle (sadios) que apresentou imunorreatividade fraca
para este antigeno (Figura 10A), no entanto, uma reducgao significativa foi vista nos

grupos tratados com OncoTherad (Figuras 10E e 10G), independente da via de
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administracdo do farmaco (IP ou IV), comparados ao grupo MNU (Cancer). Em
contrapartida, na andlise da imunorreatividade do antigeno p21 observou-se um
aumento significativo nos grupos tratados com OncoTherad (Figuras 10F e 10H),
comparado aos demais grupos experimentais.

A Tabela 12 mostra a porcentagem de imunorreatividade dos diferentes
antigenos nas bexigas urindrias dos cinco grupos experimentais, bem como os scores
(1, 2, 3 e 4) que as classificam (através da % de imunorreatividade) como: 1- muito
fraca (até 25%), 2- fraca (até 50%), 3- moderada (até 75%) e 4- forte (acima de 75%),
e também as diferencas estatisticas entre os grupos (indicada pelas diferentes letras

minusculas).

Tabela 12 Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urinarias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais Pos-Tratamento.

Grupos Experimentais

Antigenos ConEroIe MNU OncoTt:erad IP OncoTPerad v Cispl_atina
(n=5) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5)

pS3 2(37,4%)a 3(650%)b 2 (48,7%)a 3(53,1%) a 3 (65,8%) b
2721 3(532%)a 2 (41,3%)a 4 (76,8%)b 4(78,1%) b 3(61,5%) a

Hras-Kras 5 252m)a 2 (39.2%)bc 2 (37.3%) b 2 (45,8%) ¢ 2 (40,4%) bc
PTEN 5 267%)a 2(324%)a 2(@417%)ab  3(50,6%)b 3 (55,3%) b
PBK 2 (31.9%)a 2(43,0%)ab 2(44.0%)ab 2 (433%)ab 3 (52,0%)b
AKT 5 (335%)a 2(41,9%)ac 3 (551%)b  2(456%)bc 2 (38.0%) ac
mTOR

2 (34,3%) a

3 (57,5%) b

3 (69,8%) b

3 (68,0%) b

3 (60,9%) b

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada
grupo (1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem
as medias da porcentagem de células uroteliais positivas para os antigenos por grupo (n=15
secgdes/grupo). p53, p21, Hras-Kras, Pi3K AKT, mTOR: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de
Student-Newman-Keuls. pTEN: ANOVA, Teste de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos
por letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos (p<0,05).
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Grupos
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Figura 10. Imunomarcagdo para os antigenos p53 e P21 na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais Pds-Tratamento. Grupos: Controle (A e B), MNU-Céancer (C e D), OncoTherad IP (E e F),
OncoTherad IV (G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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A imunorreatividade para o antigeno HRAS-KRAS, comparado ao grupo controle
(sadios), foi significativamente maior nos animais do grupo MNU e também nos
grupos tratados com as diferentes estratégias terapéuticas testadas neste estudo
(Figura 11). Observou-se ainda um aumento significativo nos animais tratados com
OncoTherad IV (Figura 11H), comparado com o grupo tratado com os mesmo
farmaco na via intraperitoneal (Figura 11F). Ja na andlise da imunorreatividade para
o antigeno PTEN, comparado ao grupo MNU (Cancer), um aumento significativo foi
visto no grupo tratados com OncoTherad IV (Figura 11G) e no grupo tratado com
Cisplatina (Figura 111). Nos animais tratados com OncoTherad IP, embora
apresentassem um aumento na média de porcentagem de imunorreatividade
(Tabela 12), ndo houve diferenca estatistica significativa comparado ao grupo MNU.

Na analise das imunohistoquimicas do antigenos da via Pi3K/AKT/mTOR (Figura
12) observamos que as diferentes estratégias terapéuticas testadas ndo
promoveram reducdo significativa na imunorreatividade do antigeno Pi3K,
comparado ao grupo MNU (Cancer). Entretanto, para o antigeno AKT um aumento
significativo foi visto no grupo tratado com OncoTherad IV (Figura 12K), comparados
aos grupos MNU (Figura 12E) e Cisplatina (Figura 12N). A imunorreatividade para o
antigeno mTOR foi significativamente maior no grupo MNU (Figura 12F), comparado
ao grupo controle (Figura 12C). As diferentes estratégias terapéuticas apresentaram
aumento na média de imunorreatividade para o antigeno mTOR, no entanto ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo

MNU (Cancer).
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Grupos
Pds-Tratamento PTEN HRAS-KRAS
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MNU (Cancer)

OncoTherad IV OncoTherad IP

Cisplatina

Figura 11. Imunomarcagdo para os antigenos PTEN e HRAS-KRAS na bexiga urinaria de animais dos
grupos experimentais Pds-Tratamento. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP
(E e F), OncoTherad IV (G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de
Harris.
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Figura 12. Imunomarcagdo para os antigenos Pi3K, AKT e mTOR na bexiga urindria de animais dos
grupos experimentais Pds-Tratamento. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP
(E e F), OncoTherad IV (G e H) e Cisplatina (I e J). Revelacdo: DAB, Contra-coloracdo: Hematoxilina de
Harris.
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4.3.2. Analises das imunohistoquimicas dos animais submetidos ao Teste de
Sobrevida e Regressdao/Progressdao Tumoral

Na andlise das imunohistoquimicas dos grupos submetidos ao teste de
sobrevida comparamos as diferentes estratégias terapéuticas, entre elas, para
verificar se havia diferenca significativa na imunorreatividade dos antigenos no
mesmo periodo experimental usando as diferentes modalidades de tratamento:
Imunoterapia (OncoTherad) nas duas vias de administracdo (IP e IV), quimioterapia

(Cisplatina) e a associa¢cdo Imunoterapia+quimioterapia (Cisplatina+OncoTherad).

e SV30 - A imunorreatividade do antigeno p21 é maior nos grupos tratados com
OncoTherad IV ou Cisplatina

Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas na imunorreatividade do antigeno p53, comparando as quatro
modalidades de tratamento testadas, no entanto um aumento significativo na
imunorreatividade do antigeno p21 pode ser observado no grupo tratado com
OncoTherad IV e no grupo tratado com Cisplatina, quando comparados ao grupo

OncoTherad IP (Tabela 13 e Figura 13).

Tabela 13: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urinarias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais SV30.

Grupos Experimentais SV30 (n=7/grupo)

Cisplatina
Antigenos OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina +
OncoTherad
p53
2 (47,5%) a 3 (50,5%) a 3 (61,0%) a 2 (46,9%) a
p21
2 (49,8%) a 3(62,0%) b 3 (64,5%) b 3 (58,0%) ab
Hras-Kras 2(44,4%) a 3(60,5%) b 2 (44,4%) a 2 (47,6%) a
PTEN 2 (44,8%) a 3(51,0%) a 3 (51,9%) a 3 (50,3%) a
PISK 3(51,0%) a 3(53,5%) a 3(61,8%) a 3 (63,0%) a
sl 3(53,5%) a 3(66,3%) b 2 (41,5%) a 2 (49,5%) a
mTOR 3 (64,7%) a 3(69,4%) a 3 (64,2%) a 3 (68,1%) a

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada grupo (1=muito fraca, 2=fraca,
3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem as medias da porcentagem de células uroteliais positivas para os
antigenos por grupo (n=15 secc¢des/grupo). p21, Hras-Kras, Pi3K AKT: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. p53,
PTEN, mTOR: ANOVA. Na mesma linha, valores seguidos por letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05).
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Figura 13. Imunomarcagdo para os antigenos p53 e p21 na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV30. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP (E e F),
OncoTherad IV (G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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Analisando as quatro estratégias terapéuticas SV30, observamos que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas na imunorreatividade para os antigenos
PTEN, Pi3K e mTOR. J4 a imunorreatividade para o antigenos HRAS-KRAS e AKT foi
significativamente maior no grupo tratado com OncoTherad IV, comparado aos
demais grupos. As Figuras 14 e 15 ilustram a imunomarcag¢do destes antigenos nos

grupos experimentais SV30.

Grupos
SV30 PTEN HRAS-KRAS

OncoTherad IP

OncoTherad IV

Cisplatina

Cisplatina +
OncoTherad

Figura 14. Imunomarcacdo para os antigenos PTEN e HRAS-KRAS na bexiga urindria de animais dos
grupos experimentais SV30. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP (E e F),
OncoTherad IV (G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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OncoTherad IV OncoTherad IP
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Figura 15. Imunomarcacdo para os antigenos Pi3K, AKT e mTOR na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV30. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV

(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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e SV90 - A imunorreatividade dos antigenos Pi3K e mTOR sao menores nos grupos

tratados com OncoTherad IP ou Cisplatina

As andlises das imunohistoquimicas dos animais submetidos ao teste de
sobrevida e eutanasiados 90 dias apds o término do tratamento (SV90)
demonstraram que ndo houve diferencas estatisticamente significativas na
imunorreatividade para os antigenos p21, HRAS-KRAS e PTEN, comparando as quatro
estratégias terapéuticas testadas neste estudo. Entretanto, uma redugdo
significativa na imunorreatividade para o antigeno p53 pode ser observado no
grupos tratado com Cisplatina e no grupo tratado com Cisplatina+OncoTherad
(quimioterapia+imunoterapia), quando comparados ao grupo OncoTherad IV. Esses

resultados sdao apresentados na Tabela 14 e as Figuras 16 e 17.

Tabela 14: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urindrias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais SV90.

Grupos Experimentais SV90 (n=7/grupo)

Cisplatina
Antigenos OncoTherad IP OncoTherad IV Cisplatina +
OncoTherad
P53 2 (48,3%) ab 3 (55,9%) a 2 (41,2%) b 2 (44,2%) b
e 3 (65,8%) a 3 (64,4%) a 3(53,1%) a 3 (70,5%) a
Hras-Kras 5 329%)a 1(25,0%) a 2 (40,3%) a 2 (29.2%) a
e 2 (45,2%) a 3(53,1%) a 2 (41,8%) a 2 (47.1%) a
Pi3K
2 (42,8%) a 3 (56,2%) b 2 (42,3%) a 2 (45,1%) ab
AKT
2 (46,5%) ac 3(54,1%) a 2(28,9%) b 2 (35,0%) bc
mTOR

3 (53,7%) a

3 (65,2%) b

3 (55,0%) a

3(71,1%) b

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para

cada grupo (1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses

equivalem as medias da porcentagem de células uroteliais positivas para os antigenos

por grupo (n=15 secgbes/grupo). p53, p21, Hras-Kras, AKT, mTOR: ANOVA

Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. PTEN, Pi3K: ANOVA, Teste de Tukey.

Na mesma linha, valores seguidos por letras diferentes indicam diferenga significativa
entre os grupos (p<0,05).
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OncoTherad IP

OncoTherad IV
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Cisplatina +
OncoTherad

Figura 16. Imunomarcagdo para os antigenos p53 e p21 na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV90. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV
(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-colora¢do: Hematoxilina de Harris.
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OncoTherad IP

OncoTherad IV

Cisplatina
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Figura 17. Imunomarcagdo para os antigenos PTEN e HRAS-KRAS na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV90. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV
(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-colora¢do: Hematoxilina de Harris.
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Na andlise da imunorreatividade dos antigenos da via Pi3K/AKT/mTOR,
comparando as quatro estratégias terapéuticas entre si, observamos uma
diminuicdo significativa na imunorreatividade do antigeno Pi3K nos grupos
OncoTherad IP e Cisplatina, comparado ao grupo tratado com OncoTherad IV. J4 nos
grupos tratados com Cisplatina pudemos observar uma diminuicdo estatisticamente
significativa na imunorreatividade do antigeno AKT, comparado aos grupos tratados
com OncoTherad, e analisando a imunorreatividade do antigeno mTOR observamos
uma diminuicdo significativa no grupo tratado com OncoTherad IP e no grupo
tratado apenas com Cisplatina (Tabela 14). As fotomicrografias da imunomarcacao

destes antigenos sdao apresentados na Figura 18.

Grupos
SV90 PI3K AKT mTOR

OncoTherad IV OncoTherad IP

Cisplatina

Cisplatina +
OncoTherad

Figura 18. Imunomarcagdo para os antigenos PI3K, AKT e mTOR na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV90. Grupos: Controle (A e B), MNU-Cancer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV
(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-colora¢do: Hematoxilina de Harris.
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e SV180 - A imunorreatividade do antigeno p21 é menor no grupo tratado com

Cisplatina+OncoTherad do que quando os farmacos sao administrados

isoladamente

As analises das imunohistoquimicas dos grupos experimentais submetidos ao
teste de sobrevida e eutanasiados 180 dias apds o término do tratamento (SV180),
observamos que ndo houve diferengas estatisticamente significativas na
imunorreatividade dos antigenos p53, HRAS-KRAS, PTEN e AKT, comparando as
guatro estratégias terapéuticas testadas neste estudo. No entanto um aumento
significativo na imunorreatividade do antigeno p21 pode ser observado no grupo
tratado com OncoTherad IV e no grupo tratado apenas com Cisplatina. A Tabela 15
mostra os resultados das andlises de imunohistoquimica nos grupos SV180 e as
Figuras 19 e 20 mostram as fotomicrografias para os antigenos p53, p21, HRAS-KRAS

e PTEN.

Tabela 15: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urindrias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais SV180.

Grupos Experimentais SV180

Cisplatina
OncoTherad IP  OncoTherad IV Cisplatina p+
Antigenos OncoTherad
(n=7) (n=4) (n=6) (n=2)

p53 3 (521%) a 3 (61,9%) a 3(56,2%) a 3(525%) a

p2i 3 (54,0%) a 4 (75,4%) b 3(69,0%)b  2(47.7%)a

Hras-Kras 5 3579 a 2 (37.9%) a 2(37,6%) a 2 (33,1%) a

PTEN 2 (43.9%) a 2 (45,3%) a 3(52,4%) a 2 (42,3%) a

AKT 2 (37.2%) a 2 (45.6%) a 2 (39,0%) a 2 (29.8%) a
mTOR

3 (57,0%) a

4(78,2%) b

3 (67,9%) ab

3 (56,9%) a

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada
grupo (1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem
as medias da porcentagem de células uroteliais positivas para os antigenos por grupo (n=15
secgdes/grupo). p53, p21, Hras-Kras, Pi3K AKT, mTOR: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de
Student-Newman-Keuls. PTEN: ANOVA. Na mesma linha, valores seguidos por letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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OncoTherad IP

OncoTherad IV
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Figura 19. Imunomarcagdo para os antigenos p53 e p21 na bexiga urindria de animais dos grupos
experimentais SV180. Grupos: Controle (A e B), MNU-Céncer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV
(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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Grupos
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OncoTherad IP

OncoTherad IV
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Figura 20. Imunomarcagao para os antigenos PTEN e HRAS-KRAS na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV180. Grupos: Controle (A e B), MNU-Céncer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV
(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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A imunorreatividade para o antigeno Pi3K foi significativamente menor no grupo
tratado com OncoTherad IP, comparado ao grupo tratado apenas com Cisplatina,
entretanto nao houve diferenga estatisticamente significativa na imunorreatividade
deste antigeno comparado aos demais grupos experimentais. Ja a imunorreatividade
para o antigeno mTOR foi menor no grupo tratado com OncoTherad IP e no grupo
tratado com Cisplatina+OncoTherad, comparado ao grupo OncoTherad IV. No
entanto o grupo tratado apenas com Cisplatina ndo apresentou diferencgas
estatisticamente significativas para a imunorreatividade do antigeno mTOR,
comparado aos demais grupos experimentais SV180. A Figura 21 ilustra a

imunomarcacdo dos antigenos da via Pi3K/AKT/mTOR nos grupos SV180.

Grupos

SV180 PI3K AKT mTOR

OncoTherad IV OncoTherad IP

Cisplatina

Cisplatina +
OncoTherad

Figura 21. Imunomarcagdo para os antigenos PI3K, AKT e mTOR na bexiga urinaria de animais dos grupos
experimentais SV180. Grupos: Controle (A e B), MNU-Céncer (C e D), OncoTherad IP (E e F), OncoTherad IV
(G e H) e Cisplatina (I e J). Revelagdo: DAB, Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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4.3.3 - Andlise das Imunohistoquimicas de cada estratégia terapéutica

em diferentes periodos experimentais

Afim de entender como as diferentes estratégias terapéuticas se relacionam
com os marcadores analisados neste estudo, realizamos uma analise dos antigenos,
comparando a mesma estratégia terapéutica, nos diferentes tempos de sobrevida.
Para compreender e definir a efetividade antitumoral de cada modalidade de
tratamento, iremos também comparar estes grupos experimentais, submetidos ao
teste de sobrevida, com os grupos Controle (sadios) e MNU (Cancer). Com isso
pretendemos constatar se, apds longos periodos de sobrevida, os tratamentos
continuam gerando a mesma resposta molecular e se a imunorreatividade destes
antigenos analisados confirmam e explicam a inibicdo da progressao tumoral (IPT)
nos diferentes grupos experimentais.

Cabe ressaltar ainda que a imunomarcacdo nos diferentes grupos experimentais
foi heterogénea, sendo que para o mesmo antigeno observamos diferentes
intensidades de imunorreatividade, classificada pelos scores (1, 2, 3 e 4) como muito
fraca, fraca, moderada ou forte imunorreatividade. As Figuras 22, 23 e 24 ilustram os

graficos dos scores da imunorreatividade para os antigenos analisados neste estudo.

e OncoTherad IP - Redu¢dao na imunorreatividade do antigeno p53 em todos os
grupos experimentais

As andlise das imunohistoquimicas dos grupos tratados com OncoTherad IP,
demonstraram que houve uma diminui¢ao significativa na imunorreatividade do
antigeno p53, comparado ao grupo MNU (Cancer), em todos os grupos tratados com
esta estratégia terapéutica. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos tratados com OncoTherad IP nos diferentes periodos de sobrevida, sendo
gue nos grupos experimentais que receberam este tratamento a imunorreatividade
para p53 foi estatisticamente semelhante ao grupo Controle (sadios).

A imunorreatividade para o antigeno p21 foi significativamente maior nos

animais eutanasiados logo apds o tratamento com OncoTherad IP e naqueles
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eutanasiados 90 dias apds o término do tratamento (SV90), comparado ao grupo
MNU (Cancer) e ao grupo eutanasiado 30 dias apds o término do tratamento (SV30).
Ainda, no grupo submetido ao maior tempo de sobrevida, eutanasiados 180 dias
apos o término do tratamento (SV180), observou-se ainda uma diminuicdo
significativa na imunorreatividade do antigeno p21, comparado ao grupo
eutanasiado logo apdés o término do tratamento, no entanto a média da
imunorreatividade para este antigeno neste grupo foi muito semelhante ao dos
animais do grupo Controle (sadios).

Na andlise da imunorreatividade do antigeno HRAS-KRAS, observamos que ndo
houve diferengas estatisticamente significativas nos grupos experimentais tratados
com OncoTherad IP, nos diferentes tempos de sobrevida, comparado ao grupo MNU
(Cancer). No entanto uma reducgao significativa na imunorreatividade do antigeno
HRAS-KAS é vista nos animais do grupo OncoTherad IP SV90, comparado ao grupo
SV30 submetido a um menor periodo de sobrevida.

Nao houve diferencas significativas na imunorreatividade do antigeno PTEN nos
grupos tratados com OncoTherad IP, quando comparados ao grupo MNU (Cancer),
no entanto, observamos que houve um aumento significativo na imunorreatividade
deste antigeno nos grupos tratados com OncoTherad IP e submetidos ao teste de
sobrevida (SV30, SV90 e SV180), comparado ao grupo Controle (sadios).

A anadlise da imunorreatividade para o antigeno Pi3K ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais tratados com
OncoTherad IP, nem quando comparado aos grupos Controle e MNU. Entretanto,
nas analises do antigeno AKT constatou-se que houve um aumento significativo no
grupo eutanasiados logo apds o tratamento e no grupo OncoTherad IP SV30,
comparado ao grupos MNU e OncoTherad IP SV180. A imunorreatividade para o
antigeno mTOR ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos tratados com OncoTherad IP, comparados ao grupo MNU (Cancer). No
entanto observou-se uma reducdo significativa na imunorreatividade deste antigeno
no grupo OncoTherad SV90, quando comparado aqueles eutanasiados logo apds o
término do tratamento.

Os resultados das andlises de imunohistoquimica dos grupos tratados com esta

estratégia terapéutica sao ilustrados na Tabela 16.
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Tabela 16: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urindrias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais: Controle, MNU (Cancer) e
tratados com OncoTherad IP.

OncoTherad IP

Antigenos Conirole MEIU Pés-TraEamento S\_I30 3\190 SVJ 80

(n=5) (n=5) (n=6) (n=7) (n=7) (n=7)
pS3 2(37,4%) 3 (65,0%) 2 (48,7%) 2 (47,5%) 2 (48,3%) 3 (52,1%)
pail 3(53,2%) 2 (41,3%) 4 (76,7%) 2(49,8%) 3 (65,8%) 3 (53,9%)
Hras-Kras 5 s2%)  2(39.2%) 2(37,2%) 2 (44,4%) 2(329%) 2 (357%)
PTEN 5 267%) 2 (32.4%) 2 (41,6%) 2 (44,8%) 2 (451%) 2 (43.9%)
PBK 2@1,9%)  243,0%) 2(43,9%) 3 (50,9%) 2(42,8%) 2 (43,8%)
AKT) 2(335%) 2 (41,9%) 3 (55,0%) 3(53,4%) 2 (46,5%) 2 (37,2%)
mIOR 5 (343%) 3 (57,5%) 3 (69,8%) 3 (64,6%) 3(537%) 3 (56,9%)

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada
grupo (1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem
as medias da porcentagem de células uroteliais positivas para os antigenos por grupo (n=15
secgdes/grupo). p53, p21, Hras-Kras, Pi3K AKT, mTOR: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de
Student-Newman-Keuls. PTEN: ANOVA, Teste de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos
por letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

e OncoTherad IV - Aumento na imunorreatividade do antigeno p21 em todos os
grupos experimentais com concomitante aumento do PTEN até 90 dias de
sobrevida pds tratamento (SV90)

A andlise da imunorreatividade do antigeno p53 nos grupos experimentais
tratados com OncoTherad IV, demonstraram que nos grupos eutanasiados logo apds
o tratamento, SV30 e SV90 houve uma diminuicdo significativa na imunorreatividade
deste antigeno, comparado ao grupo MNU (Cancer). Enquanto que a
imunorreatividade do antigeno p21 foi significativamente maior em todos os grupos
tratados com OncoTherad IV, comparado ao grupo MNU. Observou-se ainda que no
grupo eutanasiado logo apds o término do tratamento, a imunorreatividade do
antigeno p21 foi significativamente menor do que nos grupos SV30 e SV90.

O antigeno HRAS-KRAS teve sua imunorreatividade significativamente maior no

grupo OncoTherad SV30 enquanto que uma diminuicdo significativa foi observada no
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grupo OncoTherad SV90, comparado ao grupo MNU (Cancer). O grupo SV90 ainda
apresentou diminuicdo estatisticamente significativa na imunorreatividade deste
antigeno quando comparado aos grupos Pds-Tratamento (eutanasiados logo apds o
término do tratamento) e SV30. Também no grupo SV180 observou-se ainda uma
diminuicdo significativa na imunorreatividade do HRAS-KRAS comparado ao grupo
SV30.

Nas andlises da imunorreatividade para o antigeno PTEN observamos que houve
um aumento significativos nos grupos Pds-Tratamento, SV30 e SV90, comparado ao
grupo MNU (Céncer). Enquanto que para o antigeno Pi3K, apenas o grupo SV90
apresentou aumento estatisticamente significativo, quando comparado as grupos
MNU e Pos-Tratamento. Jad o antigeno AKT teve sua imunorreatividade
significativamente aumentada no grupo SV30, quando comparado aos grupos MNU,
Pés-Tratamento e SV180. No entanto, comparado ao grupo MNU, apenas o grupo
SV180 apresentou aumento significativo na imunorreatividade do antigeno mTOR.

Os resultados das andlises de imunohistoquimica dos grupos tratados com esta

estratégia terapéutica sao ilustrados na Tabela 17.

Tabela 17: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urindrias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais: Controle, MNU (Cancer) e
tratados com OncoTherad IV.

OncoTherad IV

Antiden Controle MNU Po6s-Tratamento SV30 SV90 SV180

genos (n=5) (n=5) (n=6) (n=7) (n=7) (n=4)
pS3 2(374%) 3 (650%) 3(53,1%) 3(50,4%) 3(55,9%) 3 (61,9%)
b2 3(532%) 2 (41,3%) 4(78,0%) 3(62,0%) 3 (64,4%) 4 (75.4%)
Hras-Kras 5 o520 2 (39.2%) 2 (45,7%) 3 (60,4%) 1(25,0%) 2 (37,9%)
PTEN 5 267%)  2(32.4%) 3 (50,5%) 3(51,0%) 3(53,1%) 2 (45,3%)
PBK > @310%) 2 (43,0%) 2 (43,2%) 3(53,4%) 3(56,2%) 3 (50,1%)
G 2(335%) 2 (41,9%) 2 (45,5%) 3(66,3%) 3(54,1%) 2 (45,6%)
mTOR 5 @343%) 3 (57,5%) 3 (68,0%) 3(69,4%) 3(65,2%) 4 (78,2%)

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada grupo (1=muito fraca,
2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem as medias da porcentagem de células uroteliais
positivas para os antigenos por grupo (n=15 secgbes/grupo). p53, p21, Hras-Kras, Pi3K, AKT, mTOR: ANOVA
Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. PTEN: ANOVA, Teste de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos
por letras diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos (p<0,05).
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e Cisplatina - Redu¢do da imunorreatividade do antigeno p53 no grupo submetido
ao teste de sobrevida SV90 promovendo maior indice IPT nesta modalidade
terapéutica

Nas analises das imunohistoquimicas dos grupos tratados apenas com Cisplatina,
notou-se que houve reducdo estatisticamente significativa na imunorreatividade do
antigeno p53 no grupo eutanasiado 90 dias apds o término do tratamento (SV90),
comparado ao grupo MNU e aos demais grupos tratados com esta farmaco.
Enquanto que a imunorreatividade do antigeno p21 foi estatisticamente maior nos
grupos SV30 e SV180, comparado ao grupo MNU (Cancer). Ainda para o antigeno
p21 observou-se um aumento significativo na imunorreatividade desta proteina no
grupo SV180, comparado ao grupo SV90 submetido a um menor periodo de
sobrevida.

As andlises da imunorreatividade do antigeno PTEN nos grupos tratados com
Cisplatina demonstraram que houve um aumento significativo nos grupos
Pés-Tratamento, SV30 e SV180 quando comparados ao grupo MNU (Cancer). Ja nas
andlises do antigeno Pi3K, observamos que houve um aumento estatisticamente
significativo no grupo SV30, comparado aos grupos MNU e SV90. A
imunorreatividade para o antigeno Pi3K também esteve estatisticamente maior no
grupo SV180 quando comparado ao grupo SV90. No entanto, ndao houve diferengas
significativas na imunorreatividade dos antigenos HRAS-KRAS, AKT e mTOR entre os
grupos tratados com Cisplatina, nem quando comparados ao grupo MNU (Cancer).

Os resultados das andlises de imunohistoquimica dos grupos tratados com esta

estratégia terapéutica sao ilustrados na Tabela 18.
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Tabela 18: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urindrias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais: Controle, MNU (Cancer) e
tratados com Cisplatina.

Cisplatina
Antigenos Controle MNU Pos-Tratamento SV30 SVa0 SV180
g (n=5) (n=5) (n=5) (n=7) (n=7) (n=6)
pS3 2(374%) 3 (65.0%) 3 (65,8%) 3 (61,0%) 2(412%) 3 (562%)
e 3(532%) 2 (41,3%) 3 (61,5%) 3 (64,4%) 3(531%) 3 (69,0%)
Hras-Kras 5 o52m)  2(39,2%) 2 (40,3%) 2 (44,3%) 2(403%)  2(376%)
PTEN
2267%) 2 (324%) 3 (55,3%) 3 (51,9%) 2(418%) 3 (524%)
Pi3K 2(319%) 2 (43,0%) 3 (52,0%) 3 (61,7%) 2 (423%) 3 (57.7%)
AKT
2(335%) 2 (41,.9%) 2 (37,9%) 2 (41,4%) 2(289%) 2 (39,0%)
mTOR 0, 0, 0, 0, 0, 0,
2(343%) 3 (57,5%) 3 (60,9%) 3 (64,2%) 3(550%) 3 (67.9%)

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada
grupo (1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem
as medias da porcentagem de células uroteliais positivas para os antigenos por grupo (n=15
secgdes/grupo). p53, p21, Hras-Kras, AKT, mTOR: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de
Student-Newman-Keuls. PTEN, Pi3K: ANOVA, Teste de Tukey. Na mesma linha, valores
seguidos por letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos (p<0,05).

e Cisplatina+OncoTherad - Aumento na imunorreatividade do antigeno p21 nos
grupos em que houve Inibicao da Progressao Tumoral

Nas analises das imunohistoquimicas dos grupos experimentais tratados
com Cisplatina+OncoTherad (SV30, SV90 e SV180) notou-se que, comparado ao
grupo MNU (Cancer), houve aumento estatisticamente significativo do antigeno p53
em todos os grupos que receberam esta estratégia terapéutica. Enquanto que a
imunorreatividade do antigeno p21 nos grupos SV30 e SV90 foi significativamente
maior quando comparado aos grupos MNU e SV180.

Na imunorreatividade para o antigeno HRAS-KRAS observou-se uma
redugdo significativa no grupo SV90, comparado ao grupo MNU e SV30. Ainda para a
imunorreatividade deste antigeno, uma reducdo estatisticamente significativa

também foi vista no grupo SV180 quando comparado ao grupo SV30. J4 o antigeno
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PTEN teve sua imunorreatividade significativamente aumentada apenas no grupo
SV30, comparado ao grupo MNU (Cancer).

Nas andlises da imunorreatividade do antigeno Pi3K um aumento
estatisticamente significativo foi observado no grupo SV30 quando comparado com
os grupos MNU (Cancer) e SV90. Enquanto que na imunorreatividade do antigeno
AKT o que observamos foi uma diminuicdo significativa no grupo SV180, comparado
aos grupos MNU e SV30. Ainda para este antigeno, uma diminui¢dao estatisticamente
também foi observada no grupo SV90, quando comparado ao grupo SV30.

Contudo, assim como no grupo tratado apenas com Cisplatina, ndo houve
diferencas significativas na imunorreatividade dos antigenos HRAS-KRAS, AKT e
MTOR entre os grupos tratados com Cisplatina+OncoTherad, nem quando
comparados ao grupo MNU (Cancer). Os resultados das andlises de
imunohistoquimica dos grupos tratados com esta estratégia terapéutica sdo

ilustrados na Tabela 19.

Tabela 19: Porcentagem de imunorreatividade dos diferentes antigenos nas bexigas
urindrias de ratas Fisher 344 dos grupos experimentais: Controle, MNU (Cancer) e
tratados com Cisplatina+OncoTherad.

Cisplatina+OncoTherad

e
P53 2(37.4%) 3 (650%) 2 (46,9%) 2 (44,2%) 3 (52,5%)
p21 3(532%) 2 (41,3%) 3 (57,9%) 3 (70,5%) 2 (47,7%)

Hras-Kras 5 252%) 2 (39,2%) 2 (47,6%) 2 (29,2%) 2 (33,1%)

PTEN 5 267%)  2(32,4%) 3 (50,3%) 2 (47.0%) 2 (42.3%)
PBK 2(31.9%) 2 (43.0%) 3 (62,9%) 2 (45,0%) 2 (48.8%)
AKT 5 (335%)  2(41,9%) 2 (49,4%) 2 (35,0%) 2 (29,8%)
MTOR 5 343%)  3(57,5%) 3 (68,1%) 3 (71,1%) 3 (56,9%)

Scores (1, 2, 3 e 4) correspondem a intensidade de imunorreatividade por proteina para cada grupo
(1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e 4=forte). Valores entre parénteses equivalem as medias da
porcentagem de células uroteliais positivas para os antigenos por grupo (n=15 secgdes/grupo). p53, p21,
Hras-Kras, Pi3K, AKT, mTOR: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. PTEN: ANOVA,
Teste de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos por letras diferentes indicam diferenga significativa
entre os grupos (p<0,05).
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Figura 22. Graficos dos Scores da imunorreatividade dos anticorpos primarios p53 e p21 nos

diferentes grupos experimentais. Scores correspondem a intensidade de

imunorreatividade por proteina para cada grupo (1=muito fraca, 2=fraca, 3=moderada e

4=forte).
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Figura 23. Graficos dos Scores da imunorreatividade dos anticorpos primarios PTEN e
HRAS-KRAS nos diferentes grupos experimentais. Scores correspondem a  intensidade de

imunorreatividade por proteina para cada grupo (1=muito

4=forte).
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Figura 24. Graficos dos Scores da imunorreatividade dos anticorpos primarios Pi3K, AKT e mTOR

nos diferentes grupos experimentais. Scores correspondem a

imunorreatividade por proteina para cada grupo (1=muito fraca,

4=forte).
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5 - DISCUSSAO

O cancer vesical, caracterizado por lesdes superficiais (CBNMI), apresenta
elevada taxa de recidiva e progressdao tumoral. Comparado a outros tipos de cancer,
os pacientes com CBNMI apresentam uma taxa de sobrevida considerada alta, no
entanto a caracteristica recidivante e progressiva do CB reduz a qualidade de vida
destes doentes.

A imunoterapia com BCG é a terapia intravesical mais usada para a profilaxia da
recorréncia e progressao do CBNMI e é considerada um dos métodos mais eficazes
dentre os protocolos usuais. No entanto, o uso de BCG é limitado no CBNMI por
falha do tratamento, efeitos adversos e intolerancia que ocorrem em mais de dois
tercos de todos os pacientes (Packiam et al., 2017). A incidéncia de efeitos adversos
locais e sistémicos é significativamente reduzida com a utilizacdo de agentes
guimioterdpicos. No entanto, a resposta a quimioterapia intravesical é incompleta e
a recorréncia tumoral é elevada (superior a 80%) em pacientes com doenga
nao-musculo invasiva.

Sendo assim, o tratamento do CBNMI continua sendo um desafio, uma vez que a
recorréncia e progressdo da doenca, bem como os efeitos colaterais associados as
modalidades terapéuticas disponiveis, ainda estdo presentes (Malmstrom, 2017).
Diante deste cenario, o desenvolvimento de novas terapias ou associa¢des
antitumorais para o tratamento do CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem
menores efeitos adversos que as terapias classicas, sdo muito relevantes. Neste
contexto, a associacdo de modalidades terapéuticas ja vem sendo proposta para o
tratamento de diversos tipos de carcinoma, com o objetivo de aumentar a eficiéncia
antitumoral e minimizar os efeitos adversos, gerando uma resposta mais completa.
A Cisplatina é um quimioterdpico que age como um antineoplasico e tem uma gama
grande de atividades, podendo ser administrada sozinha ou com outras drogas,
amplificando seu efeito (Chuffa et al., 2018). Estudos realizados em ratos induzidos
guimicamente ao CBNMI demonstraram que a associacao entre a imunoterapia
intravesical com P-MAPA e a quimioterapia com Cisplatina promoveram a

diminuicdo da proliferacdo de células tumorais uroteliais (Dias et al., 2016).
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Desta forma, este estudo foi dividido em duas partes, no primeiro momento
analisamos a Inibicdo da progressao tumoral (IPT) promovida pelos tratamentos
baseados no uso dos farmacos isolados OncoTherad (IP e IV) e Cisplatina, e
posteriormente fizemos uma andlise da sobrevida pds-tratamento incluindo grupos
experimentais que foram tratados com a associagdo da imunoterapia com
OncoTherad e quimioterapia com Cisplatina.

A estrutura e funcdo do trato urinario inferior de roedores sdao semelhantes a
dos seres humanos e ambas as espécies exibem perfis de expressao génica similares
no CBNMI, o que faz dos roedores um excelente modelo experimental para o CB
(Williams et al., 2008). Nossos resultados demonstraram que o MNU foi efetivo na
inducdo do CBNMI nesse modelo animal, uma vez que 100% dos animais tratados
apenas com MNU apresentaram tumor indiferenciado, como carcinoma com invasao
da lamina prépria (pT1) e carcinoma papilifero (pTa). O carcinégeno ENU, indicado
para substituicdo do anterior também se mostrou efetivo para a indu¢dao do CBNMI
em ratos, induzindo a formacao de carcinoma papilifero (pTa) em 100% dos animais.

Neste trabalho, quando analisamos o IPT Pds-Tratamento dos farmacos
(isolados) OncoTherad e Cisplatina, nossos resultados demonstraram que, dentre as
diferentes estratégias terapéuticas testadas, a imunoterapia com OncoTherad
promove IPT (Inibicdo da Progressao Tumoral) superior a quimioterapia com
Cisplatina. O tratamento com OncoTherad promoveu regressao tumoral em ambas
as vias de administragdo, quando tratados com via intravesical (50,0%) ou via
intraperitoneal (33,3%). No entanto, embora a literatura descreva a eficiéncia da
Cisplatina no tratamento de tumores vesicais, nossos resultados demonstraram que
este quimioterdpico ndo foi capaz de promover inibicdo da progressao tumoral nos
animais experimentais eutanasiados logo apds o término do tratamento. Uma
hipdtese seria que este quimioterapico possa ter um mecanismo de acdao mais lento,
sendo necessario um tempo maior de exposicao ao farmaco para demonstrar seu
efeito antitumoral, o que reforca a relevancia do estudo da sobrevida
pos-tratamento.

A descoberta e desenvolvimento de medicamentos, como o OncoTherad, é
um empreendimento de alto risco e de longo prazo de maturacdo que exige a

participacdao de muitos grupos e instituicdes de pesquisa para ser bem-sucedido.
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Este processo pode ser auxiliado ou facilitado, pela eventual existéncia de um
ambiente social e econbmico que seja estimulador da criacdo de produtos de base
tecnoldgica, retribuindo a novidade ou utilidade criada.

Neste estudo, a resposta gerada pelo OncoTherad caracterizou-se pelo
aumento de infiltrado de células inflamatdrias no urotélio dos animais e bons indices
de Inibicdo da Progressdao Tumoral (IPT). As analises histopatolégicas pds-tratamento
demonstraram que este fdrmaco se mostrou mais efetivo do que a Cisplatina, nos
levando a concluir que o uso do OncoTherad representa uma alternativa terapéutica
eficaz para o tratamento do CBNMI. Ainda, em um estudo recente Durdn et al. (2019)
avaliaram o IPT em ratos induzidos quimicamente ao CBNMI pds-tratamento com
BCG e demonstraram que o tratamento com BCG foi capaz de induzir a inibicdo da
progressao tumoral em apenas 20% dos animais. Nossos resultados, obtidos a partir
do mesmo modelo experimental, comprovam que o OncoTherad se mostra mais
efetivo do que o BCG no tratamento do CBNMI em ratos.

Atualmente, os avancos do nosso grupo de pesquisa ja podem posicionar
este farmaco como uma promissora estratégia terapéutica para o tratamento do
CBNMI. O OncoTherad teve sua seguranca e eficdcia comprovada em testes com
roedores e vem sendo administrado em pacientes humanos com cancer de bexiga
recidivante, quando todas as alternativas de tratamento foram esgotadas, com
excelentes resultados e minimos efeitos colaterais. Em seres humanos foi realizado
um estudo monocéntrico fase I/ Il, braco Unico em 15 pacientes (10 homens, 5
mulheres) com mediana da idade de 71 anos. A taxa de sobrevida livre de recidiva
(SLR) em 18 meses foi de 86,7% (Favaro et al., 2019). Em cdes, o OncoTherad foi
capaz de diminuir a expressdo do sistema RANK/RANKL e, consequentemente
impedir a formacdo de metastases e/ ou impedir a progressdo das mesmas (Favaro
et al., 2019). Assim, nossa contribuicdo para o desenvolvimento do OncoTherad é
identificar os possiveis mecanismos de acao e seus efeitos bioldgicos e moleculares
no tratamento e principalmente na sobrevida pds-tratamento do paciente com CB.

Embora o efeito antitumoral pds tratamento tenha sido classificado na
primeira parte deste estudo, é de extrema importancia caracterizar a sobrevida pds
tratamento destes animais, considerando a caracteristica recidivante do CBNMI e as

altas taxas de toxicidade envolvendo as estratégias terapéuticas usuais para o
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tratamento desta neoplasia. O principal objetivo do Teste de sobrevida e
regressdo/progressdo tumoral pds-tratamento, foi analisar e comparar a sobrevida
dos animais submetidos as diferentes estratégias terapéuticas, considerando fatores
que refletem a qualidade de vida do animal doente, tais como ganho/perda de peso
corporal, consumo de 4gua e racao, outras alteragdes no trato urinario (presenca de
calculos vesicais/renais e hidroureter), a regressdo/progressdo do tumor vesical, e o
tempo de vida dos animais.

Segundo Consenso nacional de nutricdo oncoldgica/Instituto Nacional de
Cancer (CNNO/INCA 2009), a perda de peso e a desnutricio sdo os disturbios
nutricionais frequentemente observados em pacientes com cancer (40% a 80% dos
casos), sendo que até 30% dos pacientes adultos apresentam perda superior a 10%
do peso, sendo que os principais fatores determinantes da desnutricdo nesses
individuos sdo a reducdo na ingestdo total de alimentos, as alteracdes metabdlicas
provocadas pelo tumor e o aumento da demanda caldrica pelo crescimento do
tumor. Nossos resultados demonstram que ndo houve perda de peso nos animais
experimentais no periodo de inducdo, entretanto evidenciaram que houve reducao
no ganho de peso/semanal e no consumo de ragdo no periodo de indugdo do CBNMI
com MNU, porém um aumento nestes dois parametros ocorre com o tratamento
com os farmacos (isolados) OncoTherad e Cisplatina.

Pacientes em tratamento antitumoral apresentam varios sinais e sintomas
gue levam a diminuicdo da ingestdo didria de nutrientes que comprometem o estado
nutricional. Durante o tratamento antitumoral, os pacientes oncolédgicos podem
evoluir para desnutricdo moderada ou grave e, cerca de 20% desses pacientes,
morrem em decorréncia da desnutricao e nao da doenga maligna (Ottery, 1994). A
desnutricdo leva ao aumento da morbimortalidade e da toxicidade causada pela
estratégia terapéutica usada, resultando em aumento no tempo de internacdo e dos
custos hospitalares. Tudo isso prejudica a condigdo geral do paciente e sua qualidade
de vida (Senesse et al., 2008).

Nossos resultados mostraram que as diferentes estratégias terapéuticas
testadas ndo promoveram perda de peso corporal significativa nos animais
experimentais que, pelo contrario, no final do procedimento apresentaram ainda

ganho de peso, comparado ao peso inicial. Esses resultados nos permitem concluir
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que o tratamento para o CBNMI utilizando a imunoterapia com OncoTherad e/ou a
Cisplatina ja possuem uma grande vantagem em garantir uma sobrevida melhor ao
doente, uma vez que a perda de peso e a desnutricdao pode ser uma barreira para o
sucesso do tratamento oncolégico e ainda promover diversas alteracdes fisioldgicas
e funcionais que comprometam a qualidade de vida do paciente com cancer.

As alteracoes morfoldgicas e funcionais causadas pela desnutricdo no
paciente com cancer sdo diversas. No pulmdo, por exemplo, podem surgir
atelectasias e pneumonias decorrentes da redu¢do da massa muscular diafragmatica
e da reducdo dos niveis de concentracdo de lecitina nos alvéolos pulmonares em
pacientes desnutridos. A desnutricdo também modifica a morfologia hepatica,
provoca edema e atrofia dos hepatdcitos, esteatose hepatica, degeneracao
mitocondrial e dos microssomos, e compromete as fungdes hepaticas, restringindo a
capacidade de depuracdo de farmacos e a sintese de albumina e peptideos. A
desnutricdo pode, ainda, afetar as fun¢Ges gastrointestinais, provocando sindrome
de mad-absorcdo, translocacdo intestinal de micro-organismos, hipocloridria por
diminuicdo das enzimas intestinais, perda de gordura e adelgagamento da parede
intestinal, atrofia das mucosas gastrica e intestinal, diminuicdo das microvilosidades
e diminuicdo da massa celular do tecido linfatico associado ao intestino (Moreira &
Waitzberg, 2000).

Além disso, o sistema imune também fica prejudicado no paciente
desnutrido, devido a diminuicdo na producdo de imunoglobulinas, redu¢do na
atividade do sistema complemento, do numero de linfécitos T e CD4, no
arrefecimento do poder bactericida dos neutroéfilos, o qual propicia o aumento da
suscetibilidade as infeccbes de feridas, sépsis abdominal e pneumonia
pés-operatdria (Moreira & Waitzberg, 2000). Consequentemente, a desnutricdo
pode contribuir para a ocorréncia de complicacdes no periodo pds-operatério,
colaborando para o aumento do tempo de interna¢ao, comprometendo a qualidade
de vida e tornando o tratamento mais oneroso (CNNO/INCA 2009).

Outra observacao feita neste estudo foi o aumento significativo no consumo
de dgua nos animais experimentais que receberam tratamento intravesical com
OncoTherad (grupos OncoTherad IV e Cisplatina+OncoTherad). Sabemos que a

hidratacdo é de extrema importancia no tratamento do cancer, uma vez que a agua
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€ um importante soluto, pois ajuda a diluir as toxinas do organismo,
transportando-as até os rins para a sua eliminacdo. No entanto, a relacdo entre o
tratamento intravesical e o aumento (inconsciente, como é o caso dos nossos
animais) no consumo de agua ainda é pouco explorado.

A qualidade de vida pds tratamento, neste estudo, também é analisada a
partir das alteracdes macroscdpicas no trato urindrio destes animais. Observamos a
ocorréncia de calculos vesicais e/ou renais e também a presenca de hidroureter nos
animais tratados, pois acreditamos que tais alteragdes podem contribuir para o
desconforto e, consequentemente, comprometer a qualidade de vida dos mesmos.

O tratamento OncoTherad IP ndo promoveu a formacao de calculos renais e
a presenca de cdlculos vesicais tornou-se menos frequente periodo de sobrevida,
entretanto, a presenca de hidroureter foi mais frequente neste grupo experimental.
Contrariamente, quando tratados com o mesmo composto na via intravesical
notamos que as alteragdes macroscdpicas se tornavam mais frequentes quanto
maior era o periodo de sobrevida. Ja nos animais tratados apenas com Cisplatina
notamos que as alteragbes macroscopicas do trato urinario tonaram-se menos
frequentes nos primeiros periodos de sobrevida, sendo que em SV30 essas
alteragBes eram ausentes, no entanto, apds 6 meses de tratamento observamos a
presenga de hidroureter na frequéncia de 33,33%. A associagao de OncoTherad com
Cisplatina também promoveu a formacdo de calculos vesicais e presenca de
hidroureter nos animais submetidos ao teste de sobrevida, sendo que os maiores
indices foram vistos 3 meses apds o final do tratamento, no entanto, apds 6 meses
nao observamos essas alteracdes nos animais experimentais deste grupo.

Contudo, as alteragcbes macroscépicas no trato urindrio dos animais
experimentais foram vistas em todas as estratégias terapéuticas testadas neste
trabalho de forma aleatdria e, diferente do que se esperava, ndo observou-se uma
relacdo entre a frequéncia destas alteracdes e o diagndstico histopatoldgico final, o
gue nos leva a concluir que o aumento destas altera¢des nao se relacionam com um
pior diagndstico do CB.

Tais alteragdes macroscépicas ndao foram observadas no trato urindrio dos
animais controles (animais sadios ou quimicamente induzidos ao CBNMI, sem

tratamento) utilizados no inicio deste estudo, evidenciando que tais alteracées eram
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decorrentes da evolugdo da carcinogénese e/ou dos efeitos adversos causados pelas
estratégias terapéuticas testadas neste trabalho. Neste momento é importante
salientar que independente da via de administracdo do farmaco (intravesical ou
intraperitoneal) essas alteragdes no trato urindrio dos animais sdo vistas, exceto em
relacdo a formacdo de calculo renal que foi ausente nos animais tratados apenas via
intraperitoneal, seja com OncoTherad ou com Cisplatina. No entanto é dificil
predizer quais destas altera¢cdes causam maiores desconfortos nos animais, sendo
necessario um estudo mais aprofundado que caracterize o efeito e o impacto destas
na qualidade de vida do doente com CB.

Devido a elevada taxa de recidiva e progressdao apds resseccdao endoscopica
(Askeland et al.,, 2012), os principais objetivos no tratamento de pacientes com
CBNMI sdo prevenir o alto nimero de recorréncias e prevenir a progressao tumoral
na sobrevida dos pacientes que sofrem desta neoplasia. Neste estudo, os indices de
Inibicdo da Progressdao Tumoral (IPT) foram definidos a partir das andlises
histopatoldgicas das bexigas urindrias dos animais, sendo representado pela
percentagem de lesGes ndo-malignas presente em cada grupo apds o procedimento
experimental, uma vez provado que o modelo de indugdao ao CBNMI com MNU
promove 100% de lesdes malignas (pTis, pTa ou pT1) na bexiga urinaria dos animais.
Quando submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdao Tumoral SV30 ( 1
més apds o final do tratamento), os indices de IPT dos animais tratados com o
OncoTherad foram maiores, 42,84% (via intraperitoneal) e 57,14% (via intravesical),
comparado aqueles eutanasiados logo apds o término do tratamento. Estes
resultados nos permitem concluir que esta imunoterapia continua gerando resposta
apo6s seu término. O Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral também
nos mostrou que o tratamento com Cisplatina teve seu indice de IPT elevado apds o
término do tratamento, que foi de zero (nos animais eutanasiados logo apds o
tratamento) para 14,28% (nos animais eutanasiados 30 dias apdés o final do
tratamento).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
combinacdo da imunoterapia intravesical com P-MAPA e Cisplatina sistémica no
modelo animal com CBNMI foi eficaz, bem tolerada e ndo mostrou sinais aparentes

de antagonismo entre as drogas (Dias et al., 2016). Neste trabalho, verificamos que a
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associacao do OncoTherad intravesical com a Cisplatina mostrou um indice de IPT de
28,57% nos animais SV30, demonstrando novamente que a associacdo das duas
estratégias terapéuticas (imunoterapia e quimioterapia) foi efetiva, além de se
mostrar capaz de promover regressao tumoral superior ao tratamento feito apenas
com Cisplatina em SV30.

Quando submetidos a um tempo maior de sobrevida, 3 meses pods
tratamento (SV90), os indices de IPT foram ainda maiores nos animais do Grupo
OncoTherad IP (71,43%), Cisplatina (57,14%) e Cisplatina+OncoTherad (57,14%). No
entanto houve diminuicdo no indice de IPT dos animais tratados com OncoTherad IV
(42,84%). Contudo, comparado ao grupo MNU, todas as estratégias terapéuticas
testadas promoveram IPT estatisticamente significativo em SV90. Considerando a
caracteristica recidivante do CBNMI, podemos concluir aqui que as estratégias
terapéuticas testadas, em sua maioria, obtiveram aumento crescente no indice de
IPT, impedindo a recidiva e a progressao tumoral na maioria dos grupos submetidos
ao teste de sobrevida - 3 meses pds-tratamento.

Analisando o IPT nos diferentes periodos de sobrevida, podemos inferir que
a imunoterapia com OncoTherad intravesical no periodo pds-tratamento foi mais
efetiva, gerando uma resposta mais rapida e maiores IPT nesse periodo. Entretanto,
de acordo com nossos resultados, o tratamento intraperitoneal (sistémico) tende a
ser mais efetivo na sobrevida pds-tratamento. Sendo assim, pode-se pensar na
hipétese de alternar os tipos de estratégias terapéuticas, considerando em que
momento determinada estratégia é mais vantajosa.

Nos grupos experimentais submetidos ao teste de sobrevida 6 meses
pos-tratamento (SV180), observamos que 100% dos animais apresentavam lesdes
malignas no seu trato urindrio além de elevadas taxas de mortalidade em quase
todas as estratégias realizadas. No entanto dois pontos devem ser considerados na
andlise deste teste: 1) a descontinuidade do carcindgeno MNU, e a substituicdo
deste pelo ENU que promoveu a ocorréncia de carcinoma papilifero sem invasdo de
lamina prépria (pTa) em todos os animais induzidos; e 2) a necessidade de analisar e
comparar a taxa de mortalidade das diferentes estratégias terapéuticas, visto que o
periodo experimental era muito longo para o animal doente. Portanto, considerando

a indugdo ao CBNMI com ENU, nestes grupos podemos considerar também um
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indice de inibicdo da progressdao tumoral (IPT*), uma vez que alguns destes animais
ndo evoluiram para um diagnéstico pior do que aquele inicial (pTa). Sendo assim, os
indices IPT* nos animais submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo
Tumoral - apds 6 meses de tratamento seriam de 42,9% nos animais tratados com
OncoTherad IP, 25,0% nos animais tratados com o mesmo composto na via
intravesical (OncoTherad IV) e 50,0% nos animais tratados apenas com Cisplatina.
Nos animais do Grupo Cisplatina+OncoTherad esse indice foi zero.

Contudo, através das anadlises histopatoldgicas, observamos que até SV90 o
tratamento com Cisplatina promove indices de IPT inferiores aqueles resultantes do
tratamento com o OncoTherad (IP ou IV). No periodo de sobrevida mais longo
(SV180) o IPT do grupo Cisplatina foi superior (em %) aos grupos tratados
OncoTherad, no entanto devido a eventuais mortalidades nos animais, com o
aumento do periodo experimental, é importante salientar que o ‘n’ de animais que
apresentaram IPT foi o0 mesmo nos animais tratados com Cisplatina ou OncoTherad
IP. Desta forma, analisando os resultados em conjunto, podemos concluir que o
OncoTherad se mostrou mais efetivo do que a Cisplatina no tratamento de ratos
com CBNMI quimicamente induzido.

O tempo de vida dos animais é um outro fator considerado neste estudo
para caracterizar a sobrevida destes animais. Neste trabalho a taxa de sobrevida foi
calculada a partir da taxa de mortalidade dos animais tratados, e refere-se a
percentagem de animais que sobreviveram até o final do procedimento
experimental (SV30, SV90 e SV180), ou seja, em uma estratégia terapéutica onde a
taxa de mortalidade é zero, a taxa de sobrevida é 100%, no entanto, se a taxa de
mortalidade for 25% consequentemente a taxa de sobrevida serd 75%. Sendo assim,
pode-se dizer que a Taxa de Mortalidade + Taxa de Sobrevida = 100%.

De acordo com nossos resultados, a maior taxa de mortalidade (75,00%)
ocorre no grupo tratado com Cisplatina+OncoTherad. A mortalidade nos animais
tratados apenas com uma estratégia terapéutica foi menor, sendo que no grupo
tratado apenas com OncoTherad IV foi de 50,0% e quando tratados apenas com
Cisplatina a taxa de mortalidade foi de 25,0%. A menor mortalidade foi vista no
grupo tratado com OncoTherad na via intraperitoneal, nesses animais a taxa de

mortalidade, 6 meses apds o término do tratamento, foi de apenas 12,5%. Diante
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desses resultados, uma relagdo pode ser feita entre a taxa de mortalidade e o indice
de IPT*, uma vez que os tratamentos que possuem o0s maiores IPT* (Grupos
OncoTherad IP e Cisplatina) sdo também os que possuem menores taxas de
mortalidade.

Atualmente, a taxa de sobrevida é utilizada pelos clinicos como uma forma
de auxiliar na discussdo do progndstico de um paciente. As taxas de sobrevida
relativa sdo uma maneira mais precisa de estimar o efeito do cancer na sobrevida,
tais taxas comparam os pacientes com CB com as pessoas da populagdo em geral.
Por exemplo, se a taxa de sobrevida relativa em 5 anos para um estdgio especifico de
cancer de bexiga é de 90%, isso significa que as pessoas que tém esse cancer sdao, em
média, cerca de 90% mais propensas, do que aquelas que ndo tém esse cancer, a
viver por pelo menos 5 anos apods ser diagnosticado. Em outras palavras, as taxas de
sobrevida podem lhe dar uma idéia de que percentagem de pessoas com o mesmo
tipo e estagio de cancer ainda estdo vivas por um determinado periodo de tempo
(geralmente 5 anos) depois de terem sido diagnosticadas. De acordo com os dados
mais recentes, baseado em pessoas diagnosticadas com cancer de bexiga entre 2008
e 2014, quando se incluem todos os estagios do CB, a taxa de sobrevida relativa em 5
anos é de 77%, em 10 anos é de 70% e em 15 anos cai para 65% (American Cancer
Society, 2018).

Quando utilizamos animais como modelos de doengas humanas, alguns
fatores precisam ser analisados para que seja possivel fazer uma correlagdo entre a
pesquisa experimental e sua projecdo na saude humana. A relacdo da idade do rato
com a idade humana tem sido um fator bastante explorado, uma vez que esses
animais sdo os mais utilizados na pesquisa e desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para o CB, no entanto o numero de publicagGes existentes enfocando e
aprofundando o assunto é muito escasso.

Os ratos da Linhagem Fischer 344, utilizados neste trabalho, sao um modelo
de rato isogénico (inbred) amplamente utilizado em pesquisa do cancer, toxicologia
e estudos de longevidade. Ratos desta linhagem sdo considerados adultos com 10
semanas de idade.

Comparados aos seres humanos, os ratos tém infancia breve e acelerada.

Desenvolvem-se rapidamente durante a infancia e tornam-se sexualmente maduros
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com cerca de seis semanas de idade. Seres humanos, por outro lado,
desenvolvem-se lentamente e ndo atingem a puberdade até a idade de 12 a 13 anos.
A adolescéncia e juventude do rato é menos acelerada (10,5 dias no rato = 1 ano no
humano), e na idade adulta cada més do rato é aproximadamente equivalente a 2,5
anos humanos (Andreollo et al., 2012).

Sendo assim, conhecendo a correlacdo do tempo de vida dos ratos com os
humanos, podemos inferir também que neste estudo os intervalos nas doses de
manutencdo realizadas no periodo de sobrevida representam um longo periodo (30
dias do rato = 2,5 anos do humano), o que nos leva a acreditar que uma diminuicao
neste intervalo, tornando-o mais similar ao esquema de manutencdo que é realizado
nos pacientes humanos, pode ainda aumentar a efetividade antitumoral das
estratégias terapéuticas testadas neste trabalho.

Ainda, considerando que cada ano do rato adulto equivale a 2,5 anos do
humano, podemos estimar o equivalente nos nossos testes de sobrevida, sendo que,
nos animais submetidos ao Teste de Sobrevida e Regressdo/Progressdo Tumoral 1
més apds o término do tratamento (SV30), desde a o final da inducdo ate o
momento da eutanasia (semana 8 a semana 18), o procedimento experimental
durou 10 semanas, ou seja 2,5 meses. Isso equivale a 6,25 anos do humano. Dessa
forma, o teste de 3 meses apds o término do tratamento (SV90) equivale a 11,25
anos e o de 6 meses (SV180) equivale a 20 anos do humano. Uma excecdo sdo os
grupos tratados apenas com Cisplatina, que por ter um tempo de tratamento mais
curto, os testes de sobrevida de 1, 3 e 6 meses pds tratamento equivalem a 5, 10 e
18,75 anos do humano.

Nossos resultados demonstraram que as quatro estratégias terapéuticas
obtiveram taxa de sobrevida de 100% nos testes de 1 e 3 meses pds tratamento, ou
seja, ndo houve mortalidade nesses animais. Segundo a American Cancer Society
(2018), a taxa de sobrevida relativa em 5 anos é de 77%, em 10 anos é de 70%,
sendo assim, quando comparamos o tempo de vida de ratos e humanos, podemos
dizer que os tratamentos realizados neste estudo mostraram taxas de sobrevida
maiores do que as estimadas.

O Teste de sobrevida SV180 equivale de 18,75 - 20 anos do humano, neste

teste esperava-se lidar com altas taxas de mortalidade, uma vez que a taxa de



114

sobrevida do CB em 15 anos cai para 65% (American Cancer Society, 2018). Nossos
resultados mostraram que a taxa de sobrevida do tratamento com
Cisplatina+OncoTherad foi de 25%, a menor de todas as estratégias terapéuticas
testadas. Enquanto os tratamentos com os farmacos isolados apresentaram
melhores resultados, o grupo tratado com OncoTherad IV mostrou uma taxa de
sobrevida de 50%. E os melhores resultados, que ultrapassam as estimativas, foram
vistos nos animais tratados apenas com Cisplatina, em que a taxa de sobrevida foi de
75%, e nos animais tratados com OncoTherad IP com taxa de sobrevida de 87,5%.

Entretanto é importante lembrar que os dados estatisticos baseados nos
pacientes humanos considera, prioritariamente, pacientes em que quando
diagnosticados realizaram resseccao transuretral (RTU) do tumor de bexiga e
posteriormente tratamento com um farmaco especifico, ou seja, nos tratamentos
em que realizamos lidamos com o tumor primario intacto, e ainda assim
conseguimos uma recuperacgao total (urotélio normal, auséncia de lesdo) ou parcial
(lesbes ndo malignas) em diversos grupos tratados. Estes resultados podem significar
uma alternativa para os pacientes ndo suscetiveis a RTU devido a outras
comorbidades associadas. Além disso, os procedimentos cirurgicos periddicos para a
resseccdo do tumor tornam o cancer de bexiga uma doenca altamente modrbida. O
alto numero de recorréncias também é refletido nos altos custos que fazem do
CBNMI uma das doencas mais caras para tratar, com um custo estimado de USS
96.000 a USS 187.000 por paciente desde o diagndstico até a morte, nos Estados
Unidos (Botteman, et al.,2003). Considerando o ponto de vista do paciente e o ponto
de vista econ6mico, portanto, torna-se cada vez mais relevante o desenvolvimento
de novas modalidades terapéuticas que previnam a recorréncia e a progressao da
doencga, permitam a preservacdao do 6rgao e a qualidade de vida dos pacientes e,
finalmente, que fornecam uma opg¢do para aqueles que sdo inelegiveis a cistectomia
radical (Van der Heidjen & Witjes, 2009).

Ainda, cabe ressaltar novamente que 11% dos tumores nao-musculo
invasivos evoluem para o fendtipo invasivo em 4 anos (Shimada et al., 2011; Zhang
et al., 2011; Askeland et al., 2012). Neste estudo, nenhum dos animais tratados

apresentou evolucdo tumoral resultando no fendtipo musculo-invasivo,
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evidenciando a inibicdao da progressao tumoral promovida pelos tratamentos com
OncoTherad e Cisplatina.

Outro ponto relevante é o estudo da interagdo das diferentes modalidades
terapéuticas com os mecanismos de proliferacdo celular, resisténcia a acdo de
farmacos e progressao tumoral, envolvendo as vias de sinalizacdo de proteinas
especificas, como p53, p21, HRAS-KRAS, PTEN, PI3K, AKT e mTOR, as quais sao
fundamentais para o entendimento da carcinogénese urotelial.

O estudo das proteinas supressoras de tumor consiste em uma ferramenta
atil no momento de decidir sobre o melhor tratamento de pacientes afetados por
alguma neoplasia. Muitos destes marcadores podem nos fornecer valiosas
informacdes a respeito da agressividade de um tumor, determinando a terapia mais
vantajosa. A proteina p53 é uma das mais estudadas, sendo um dos marcadores dos
diferentes estagios de diversos tipos de cancer. Mutacdes no gene que codifica a
proteina p53 ocorrem em 50 - 70% das neoplasias humanas, associam-se a pior
sobrevida global livre de doenca e tém sido implicadas na resisténcia as terapias
anticancer. Ainda, a expressdao da p53 mutante indica um progndstico preditivo
(Zornig et al., 2001; Miller et al., 2005). Os tumores de bexiga ndo sdo excegao,
tendo sido ja descritas centenas de mutac¢des diferentes associadas aos carcinomas
do urotélio (Olivier et al., 2002).

A proteina p53 faz parte do processo de bloqueio do ciclo celular em casos
em que ocorrem danos no DNA da célula, sinalizando o bloqueio no ponto de
checagem na fase G1/S do ciclo. Nas células que apresentam o gene que codifica a
p53 mutado e/ou inativagdo da proteina p53, ndo ocorre a parada do ciclo celular,
necessdria para o reparo do DNA (Cavalcanti Junior et al.,, 2002). Essas células
geneticamente instaveis tendem a acumular mutagdes e rearranjos cromossdmicos
adicionais, levando a uma rapida proliferacdo de células com DNA mutado e
consequente transformacao neopldsica (Arruda, 2008).

Em células normais a concentracdo de p53 estd abaixo dos valores
detectaveis pela imunohistoquimica, ja a p53 mutante se acumula nas células, sendo
eliminada lentamente e expressa na imunohistoquimica. Nossos resultados

demonstraram um aumento significativo na imunorreatividade do antigeno p53 no
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grupo MNU (Cancer), confirmando estudos anteriores que descrevem a uma
correlacdo entre a expressao do p53 e a progressao dos tumores de bexiga.

Em pacientes com CB, em diversos estdgios, Dias Neto et al. (2002)
descreveram a boa correlacdo entre a positividade do p53 com a progressao da
doenca caracterizada pela maior incidéncia de metastases e pela menor sobrevida.
Isto ocorreu inclusive para os tumores nao-musculo invasivos pTa e pT1 no momento
do diagndstico. Estes dados permitem questionar o tratamento conservador
(resseccdo transuretral) de tumores superficiais em que o p53 é positivo (Dias Neto
et al.,, 2002). Demonstrando também a importancia deste marcador para o CB,
auxiliando na identificacdo de pacientes que podem se beneficiar de tratamentos
adicionais e uma vigilancia mais proxima apés a cistectomia.

Neste trabalho observamos que a imunoterapia com OncoTherad
promoveu um uma reducdo significativa na imunorreatividade de p53, independente
da via de administra¢do do farmaco (IP ou IV). Entretanto, nos animais tratados com
Cisplatina a imunorreatividade para p53 ainda esteve aumentada, demonstrando
gue a imunoterapia, analisada por este marcador, é mais efetiva que a
gquimioterapia.

E importante ressaltar que neste estudo observamos a presenca de
imunomarcagdo citoplasmatica para o antigeno p53, no entanto sabe-se que a
presenca da p53 no nucleo da célula é essencial a sua fungdo, sendo influenciada por
diferentes mecanismos de controle da translocacao nucleo-citoplasma que incluem
fatores relacionados a importacdo e exportacdao nuclear da p53, sua localizacdo
subnuclear, fixacdo e sequestro citoplasmatico (Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009;
Stommel et al. 1999). A maioria dos estudos, que utiliza a imunoistoquimica, ndo
considera a localizagdo citoplasmatica como marcacgao, sendo que ela é frequente e
tem ligacdo com o mecanismo de exportacdo nuclear de p53 para o citoplasma,
promovido pela a¢do inibidora de Mdm2. O oncogene MDM2 (Mouse Double Minute
2) leva a repressao da expressao de p53 por trés mecanismos. No primeiro, Mdm?2 se
liga a p53 no seu dominio de transativacdo e bloqueia sua capacidade de ativar a
transcrigdo. No segundo, promove a exportagao nuclear de p53 para o citoplasma. E
no terceiro, Mdm?2 serve como uma ligase de ubiquitina que promove a degradacao

de p53 (Michael & Oren, 2003). Dos trés mecanismos, destaca-se a ubiquitinacdo na
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extremidade carboxi-terminal da cadeia polipeptidica, exportando a p53 do nucleo
para o citoplasma, onde a p53 serd degradada pelo proteossoma, justificando a
espordadica expressdo citoplasmatica de p53 pela imunoistoquimica e caracterizando
uma forma mais agressiva de tumor (Zhang & Xiong, 2001;Teixeira et al., 2011).

O dano ao DNA desencadeia rotas celulares sinalizadoras que garantem
gue a p53 se acumule no nucleo através da fosforilacdo da proteina. Esse processo
estd associado a ativacdo da p53, que inibe sua exportacao para o citoplasma. Assim,
O reparo ocorre com a superexpressao e com o consequente acumulo da proteina
p53 selvagem no nucleo, que atua em alvos especificos e por mecanismos de
transativacdo génica, ativando outros genes e determinando a parada do ciclo
celular no inicio da fase G1 e o reparo do DNA. No inicio do ciclo mitético, o gene
p53 ativa transcricionalmente o gene p21, induzindo a sintese da proteina p21, cuja
funcdo é inibir a acdo das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), fazendo com que
a célula pare na fase G1, até que complete o reparo do DNA. Quando p21 estd
conjulgada a PCN (proliferating cell nuclear antigen), a proteina p53 ird promover o
reparo no DNA. Pode ocorrer também a mutacdo do gene Tp53, que codifica a
proteina p53, e nesses casos ocorre a formagdao de proteinas ndo funcionais, que
podem conferir as células tumorais condi¢Ges para sobreviverem e se replicarem
(Huang et al., 2018).

A proteina p21 é uma das principais proteinas inibidoras do ponto de
verificagdo G1/S, e sua regulacdo negativa pode levar ao desenvolvimento de varios
tipos de tumores, pois é uma reguladora chave do ciclo celular (Tak et al., 2019).
Desta forma, a relagdo da proteina p21 com os tratamentos antineoplasica tem sido
recentemente mais explorada. Nossos resultados demonstraram que o tratamento
com OncoTherad promoveu um aumento significativo na imunorreatividade de p21,
guando comparado aos grupos MNU (CB sem tratamento) e ao grupo tratado com
Cisplatina.

Em um estudo realizado com bidpsias de tumores vesicais de 73 pacientes,
apos a cistoscopia, Al Chalabi et al. (2019) demonstraram que a expressdo do
antigeno p21 fornece informagdes progndsticas importantes em pacientes com CB,
uma vez que pacientes com tumores que mantiveram a expressio de p21

apresentaram uma taxa estatisticamente diminuida de recorréncia do tumor e
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sobrevida global aumentada, comparado aqueles cujos tumores perderam a
expressao de p21 (Al Chalabi et al., 2019).

Ainda, analisando a imunorreatividade dos antigenos p53 e p2l na
sobrevida dos animais tratados com cada estratégia terapéutica testada neste
estudo, observamos a diminuicdao da imunorreatividade citoplasmatica do antigeno
p53 no tratamento com OncoTherad IP em todos os grupos experimentais, inclusive
naqueles submetidos a periodos mais longos. Enquanto no tratamento com o
mesmo farmaco na via intravesical (OncoTherad 1V) houve aumento na
imunorreatividade de p21 em todos os grupos experimentais com concomitante
diminuicdo na imunorreatividade de p53 até SV90. Esses resultados demonstram
gue a imunoterapia com OncoTherad atua no controle do ciclo celular, modulando-o
de forma positiva, contribuindo para que nao ocorra a proliferacdo das células
tumorais.

A via PI3K/AKT/mTOR é uma importante via de sinalizagdo envolvida no
crescimento celular, tumorogénese, invasdao celular e resposta a droga. Esta via
integra sinais de diferentes origens, como fatores de crescimento, hormonais,
nutrientes, niveis de oxigénio e esta associada a outras vias (Gust e So, 2009). No CB,
foi relatado que esta via pode regular a invasdo do tumor, portanto ha hipdtese de
gue variagdes genéticas nesta via podem afetar a sobrevivéncia dos pacientes (Chen
et al., 2010).

Neste estudo analisamos a imunorreatividade para os antigenos da via
Pi3K/AKT/mTOR na bexiga urindria dos animais sadios, induzidos ao CB e sem
tratamento (Grupo MNU Cancer) e também naqueles tratados com OncoTherad,
Cisplatina e com as duas estratégias terapéuticas associadas, em diferentes periodos
de sobrevida. Nos animais do grupo MNU observamos um aumento na
imunorreatividade dos antigenos envolvidos nesta via, no entanto somente o
antigeno mTOR se mostrou estatisticamente maior, comparado ao grupo sadio
(Controle). A superativacdao da via mediada por mTOR promove o comportamento
mais agressivo da doenca em vdrios tipos de cancer e a atividade do mTOR foi
associada com a reducdo da sobrevida dos pacientes com CB e aumento do estadio

de progressao tumoral (Ching e Hansel, 2010).
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Entretanto, nossos resultados demonstraram que os tratamentos com
OncoTherad e/ou Cisplatina ndo promovem grandes alteracdes nesta via,
comparado ao grupo MNU (CB sem tratamento), e embora alguns grupos
experimentais apresentassem aumento na imunorreatividade em algum destes
antigenos, esse comportamento nao persistia nos diferentes periodos de sobrevida.
Contudo hd uma relagdo entre o aumento da imunorreatividade dos antigenos da via
Pi3K/AKT/mTOR com os menores indices de Inibicdo da progressdo tumoral (IPT),
uma vez que, comparando as mesmas estratégias terapéuticas nos diferentes
tempos de sobrevida, observamos que o aumento na imunorreatividade do antigeno
AKT nos grupos Pés-Tratamento e SV30 tratados com OncoTherad IP acompanhou os
menores indices de IPT. J4 nos grupos tratados com o OncoTherad IV observamos o
aumento na imunorreatividade do mTOR concordando com o menor indice de IPT no
grupo SV180, enquanto o aumento na imunorreatividade do antigeno Pi3K nos
grupos tratados com Cisplatina ou Cisplatina+OncoTherad também acompanhou os
menores indices IPT destas estratégias terapéuticas.

A desregulacio da via PI3K/AKT/mTOR tem sido implicada no
desenvolvimento de carcinoma urotelial (Sun et al., 2011). Em condi¢des normais,
essa via é regulada negativamente pela fosfatase homdloga a tensina deletada no
cromossomo 10 (PTEN), um gene supressor de tumor (Dahia, 2000; Angadi &
Krishnapillai, 2012). PTEN codifica proteinas envolvidas no controle negativo do ciclo
celular. Mutagdes nesse gene levam ao favorecimento de surgimento de células
neoplasicas, pois a proteina PTEN estd envolvida no processo de apoptose, e com a
perda de fungdo da PTEN, as células escapam da apoptose (Costa, 2012).

Neste estudo, a andlise da imunorreatividade para o antigeno PTEN dos
grupos Pdés-Tratamento mostrou um aumento significativo no grupo tratado com
OncoTherad 1V, concordando também com o maior IPT comparado as demais
estratégias terapéuticas no mesmo periodo experimental. Ainda, quando
comparamos 0s animais tratados com OncoTherad IV nos diferentes tempos de
sobrevida, observamos um aumento na imunorreatividade de PTEN nos grupos
experimentais até SV90, comparado ao grupo MNU. No entanto, em SV180, quando
a imunorreatividade para este antigeno foi menor, houve também reducdo no IPT

deste grupo. Contrariamente, quando os animais foram tratados com Cisplatina nao
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houve correlagdo entre o aumento na imunorreatividade de PTEN com os maiores
indices de IPT, no entanto o aumento concomitante do Pi3K pode ser uma razao
para que a efetividade antitumoral desta estratégia terapéutica fosse reduzida.

Claderaro et al. (2014) relataram diversas alteracdes moleculares dos
efetores da via PI3K/AKT/mTOR no CB, incluindo dele¢des da PTEN (24-58% de CBMI
T2-T3-T4), mutagbdes ativadoras de PI3KCA, o gene que codifica a subunidade
catalitica de PI3K (20% tumores baixo grau) e AKT (4,8% de CB). Ainda, estudos
imunohistoquimicos relataram uma diminuicdo na expressdao de PTEN em cerca de
50% do CB, e um aumento na expressdao da pAKT em cerca de 88% dos casos
(Claderaro et al., 2014). No entanto nossos resultados diferem da literatura se
considerarmos que apenas o antigeno mTOR se mostrou alterado no grupo MNU (CB
sem tratamento).

Entretanto, a literatura sugere que as maiores alteracdes nesta via se
relacionem com estdgios mais avancados do CB. Em 2011, Sun e colaboradores
verificaram que no conjunto de pacientes com mau progndstico e baixa taxa de
sobrevivéncia, a longo prazo, um pequeno subconjunto com uma taxa de
sobrevivéncia ainda pior, mostrou uma expressdo elevada de p-mTOR e pAKT,
indicando que o mTOR ativo e a AKT promovem a doenga mais agressiva (Sun et al.,
2011). Esta conclusdo é corroborada pelo estudo de Hansel e colaboradores que
demonstraram, que o p-mTOR ativo reduz a sobrevivéncia em pacientes com CBMI
(Hansel et al., 2010). Sendo assim, com base nestes marcadores, podemos concluir
gue as diferentes estratégias terapéuticas testadas neste estudo ndo promovem a
evolugdo para um pior estado patolégico do CB, confirmando que o tratamento com
OncoTherad e/ou Cisplatina sdo efetivos na inibicdo da progressdo tumoral do
CBNMI.

O presente trabalho analisou também a imunorreatividade das proteinas
HRAS-KRAS, importantes marcadores progndsticos em varios tipos de cancer, uma
vez que participam de diversos processos regulatérios nas células, tais como
proliferacdo, diferenciacdo, migracao, crescimento e sobrevivéncia. Em 1982, Der et
al. descobriram que o gene HRAS, um dos primeiros oncogenes humanos descritos,
também estava associado ao CB sendo identificado na linhagem celular T24. A

importancia das proteina RAS na sinalizagdo intracelular foi elucidada por meio de
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experimentos com microinjecdao de RAS ativa e anticorpos anti-RAS, mostrando que
RAS ndo é somente capaz de induzir o crescimento anormal caracteristico de células
de cancer, mas é necessaria para a resposta de células normais a estimulagdo por
fatores de crescimento (Lunke et al., 2017, Varga et al., 2017). Przybojewska et al.
(2000) mostraram que H-RAS encontra-se ativo em 84% dos espécimes de CBMI,
porém a relacdo entre as alteracdes em KRAS com o cancer urotelial ainda é pouco
explorada. A proteina KRAS apresenta importante papel na regulacdo celular,
participando de varios eventos, entre eles a proliferacao celular. Esta proteina pode
sofrer uma mutacdo oncogénica e devido a isso, estimular a célula a realizar
proliferacdes sem controle. No CB hd hipdteses de que esta proteina possa agir
através da ativacdo da via MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno) ou das vias
AKT/STAT (Jebar et al., 2005).

Mo et al. (2007) estudaram H-RAS e o comportamento dos tumores vesicais
nao invasivos e demonstraram uma relagdo entre o oncogene e o grau e a
agressividade tumoral. Os autores concluiram que a superativacdo de H-RAS por
mutacdo puntiforme e superexpressdo, é necessdria e suficiente para induzir
tumores vesicais ndo invasivos e que a inibicdo dessa atividade poderia ser uma
alternativa terapéutica. Nossos resultados demonstraram que houve um aumento
significativo na imunorreatividade do antigeno HRAS-KRAS nos grupos experimentais
induzidos ao CBNMI com o carcindgeno MNU, confirmando estudos anteriores que
relacionam a superexpressao destas proteinas com a indu¢do do CB. No entanto,
comparando as estratégias terapéuticas, baseadas no uso do OncoTherad e
Cisplatina, com o grupo ndo tratado (MNU-Cancer) observamos que nao houve
diferencas estatisticamente significativas na imunorreatividade das proteinas RAS
apods o tratamento. Ainda, quando analisamos a mesma estratégia terapéutica nos
diferentes periodo de sobrevida e comparamos com o grupo ndo tratado,
concluimos que as estratégias terapéuticas baseadas no tratamento com
OncoTherad IP ou Cisplatina que ndo apresentaram aumento significativo na
imunorreatividade de HRAS-KRAS sdo também aquelas que apresentam menor taxa
de mortalidade, associada aos melhores indices de IPT, nos periodos mais longos de

sobrevida (SV90 e SV180).
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Contudo, para tragar a resposta molecular dos tumores vesicais mediante a
cada estratégia terapéutica é importante que se analise ndo apenas a expressao de
um marcador, mais sim as vias (incluindo as alternativas) em que estes marcadores
podem atuar. O presente estudo confirma diversos ensaios realizados com pacientes
humanos que foram acompanhados por um longo periodo, mostrando que o para se
propor uma estratégia terapéutica ao CB, a partir de procedimentos experimentais
em animais, € necessario que se analise a sobrevida pds tratamento, uma vez que
estes tumores acompanham o doente recidivando e/ou evoluindo para fenétipos
mais agressivos. Outro ponto relevante é que os tumores primarios (primeiro
diagnodstico) diferem daqueles mais avancados, em pacientes com mais tempo de
doenca e/ou recidivados, em relacdo as alteracdes genéticas e moleculares que
estdo presentes no CB. Sendo assim, cabe ressaltar a relevancia do estudo da
sobrevida pds-tratamento realizado neste trabalho, pois através de marcadores que
se relacionam com a evolugdo e a agressividade do CBNMI, observamos que as
diferentes estratégias terapéuticas testadas sdo capazes de inibir a progressao
tumoral até nos periodos experimentais mais longos.

Ainda, a constatagdo feita neste trabalho de que a imunomarca¢dao nos
diferentes grupos experimentais foi heterogénea para o mesmo antigeno,
apresentando diferentes intensidades de imunorreatividade, viabiliza e sugere um
estudo mais detalhado analisando e comparando o padrdo da expressdo destes
marcadores nos diferentes tipos de carcinomas uroteliais ndo-musculo invasivos, no
gue se refere ao estadiamento do tumor vesical. Conhecer esses padrdes pode ser
muito relevante e vantajoso no momento de decidir qual é a melhor abordagem
terapéutica para cada tipo de CBNMI, inclusive considerando a sobrevida
pds-tratamento que nos permite inferir em que (ou até qual) momento determinada
terapia representa maior efetividade antitumoral.

Contudo, os resultados em conjunto mostraram que as diferentes estratégias
terapéuticas testadas neste estudo foram eficazes no tratamento do CB, nao
promoveram perda de peso corporal, promoveram inibicdo da progressdo tumoral, e
apresentaram taxas de sobrevida maiores do que as estimadas para os doentes que
sofrem dessa neoplasia. Ainda, podemos inferir o papel exercido pelo OncoTherad

no controle do ciclo celular, modulando expressao de oncogenes importantes na
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carcinogénese urotelial. Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que as
estratégias terapéuticas baseadas na imunoterapia com OncoTherad e na
guimioterapia com Cisplatina, podem constituir uma promissora alternativa para o

tratamento do CBNMI.
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6- CONCLUSAO

Considerando os dados em conjunto, é possivel concluir que:

e A andlise da sobrevida pds-tratamento nos estudos experimentais do CBNMI é
extremamente importante, uma vez que o IPT e a imunorreatividade dos

marcadores analisados diferem com o aumento do periodo experimental.

e O tratamento com OncoTherad e/ou Cisplatina foi capaz de inibir a progressdo
tumoral, impedindo que as lesGes uroteliais progredissem para o fenétipo musculo

invasivo, inclusive nos grupos submetidos aos periodos experimentais mais longos.

e O tratamento com OncoTherad e/ou Cisplatina ndo promovem perda de peso

corporal nos animais experimentais.

e A imunoterapia com OncoTherad se mostrou efetiva nas duas vias de
administragcdo, intraperitoneal e intravesical, promovendo |IPT superior ao

tratamento com Cisplatina no periodo Pés-Tratamento.

e O OncoTherad se mostrou mais efetivo do que a Cisplatina na sobrevida

pos-tratamento de ratos com CBNMI quimicamente induzido.

e A estratégia terapéutica baseada na associacdo dos farmacos
(Cisplatina+OncoTherad) ndo se mostrou mais efetiva em relagdao ao uso isolado dos

farmacos.

e A imunoterapia com OncoTherad (IP ou IV) promoveu reducdo significativa na
imunorreatividade citoplasmatica de p53 e um aumento significativo na
imunorreatividade de p21, sugerindo que esse fadrmaco possa atuar no controle do
ciclo celular, modulando-o de forma positiva e, contribuindo para que ndo ocorra a

proliferacao das células tumorais.
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. O aumento da imunorreatividade dos antigenos da via Pi3K/AKT/mTOR

relacionou-se com os menores indices de Inibicdo da progressao tumoral (IPT).

. O aumento da imunorreatividade do antigeno PTEN nos grupos tratados
OncoTherad IV relacionou-se com os maiores IPT comparado as demais estratégias
terapéuticas no mesmo periodo experimental. Sendo que, quando a
imunorreatividade para este antigeno foi menor, houve também reducdo no IPT

promovido por este tratamento.

e O aumento na imunorreatividade de HRAS-KRAS relacionou-se com a taxa de
mortalidade dos animais, uma vez que as estratégias terapéuticas baseadas no
tratamento com OncoTherad IP e Cisplatina que ndo apresentaram aumento
significativo na imunorreatividade de HRAS-KRAS s3do também aquelas que
apresentam menor taxa de mortalidade associada aos melhores indices de IPT nos

periodos experimentais mais longos (SV90 e SV180).

e As diferentes estratégias terapéuticas testadas neste estudo promoveram uma

taxa de mortalidade inferior as descritas na literatura para pacientes com CBNMI.

® O OncoTherad e a Cisplatina se mostraram efetivos no tratamento do CBNMI e
representam uma promissora estratégia terapéutica nos pacientes com falha ou

recidiva apds o tratamento com BCG ou aqueles ilegiveis a RTU.
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8- ANEXOS

ANEXO A
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CEUAILHICAMP
e e T
CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada NOVAS PERSPECTIVAS T CAS PARA O TRATAMENTO
DO _CANCER DE BEXIGA URI MUSCULO INVASIVO: IMUNOMOD! P-MAPA e

CISPLATIMA, registrada com o n® 4324-1, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Wagner José Féivaro e
Queila Cristina Dias, que envolve a producio, manutencio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensing), encontra-se de
acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE & DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentas
para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -

CEUA/UNICAMP, em 16 de agosto de 2016

Finalidade: { ) Ensino [ X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 31/08/2015-31/08/12019

Vigéncia da autorizagdo para manipulagdo | 31/08/2015-31/08/2019

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Rato isogénico / Ficher 344/NTacUnib

No. de animais: 126 ) -

Peso [ Idade: 07 semanas / 160g
[ Sexo: fémeas - o
LDrIgsm: CEMIB/UNICAMP =

A aprovagio pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou ClBio.

Campinas, 16 de agosto de 20186,

r\
|
.: ..."I
AN e — wn@—\l
. I~
Profa, Dra, Liana Maria Cardoso Verinaud Féatima Alons
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatdrio final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
apis o encerramento de sua vigéncla. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/IUNICAMP, drea do
pésquisador responsavel. A ndo apresentaglo de relatério no prazo estabelecido impedird que nowos protocolos
sejam submetidos.
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Cerificamos que o projele de pesquisa intitulado “Novas Perspectivas

Terapéuticas pa ratamento do Céncer de Bexiga Urinaria Ma lsculo

Invagive: Imunomodulader P-mapa e Cisplatina’, {protocola CEUAUNICAMP
n' 4324-1), de responsabilidade do Prof. Dr. Wagner José Favaro e da aluna
Queila Cristina Dias, teve o titulo allerads para "Caracteristicas dos
Tratamen us Efeitos na Sobrevida de Ratos Induzidos Quimicamemnte

ao Cincer de Bexiga Urinaria Mao-misculo Invasivo: Novas Perspectivas

Terapéuticas Baseadas so do OncoTherad (MRE-CFI-1) e Cisplatina”

Este documento & valide apenas se apresentado junto com o cenificado
emitido originaimente pela CEUAUNICAMP em 16/08/2018.

Campinas, 12 de dezembro de 2019

A

1 o 0

Praf*, Dr® Cinthia Bad Batim Cazarin
Vice-Presidente da CEUAUNICAMP

CEUALMHZAMP
Caten Prstal 5105
1HIE3-570 Campinas, SP — Brasil

Rosangala dos Santos
Secretaria Executiva

Tedadane: (19 3521-&550
E-mait comigkfinicamp. b
hitp ey bounicamp biicsaa/
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Caracteristicas dos Tratamentos e seus Efeitos na Sobrevida de ratos induzidos
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Cisplatina, ndo infringem os dispositivos da Lei n.” 9.610/98, nem o direito autoral de
qualquer editora.

Campinas, 30 de Janeiro de 2020.
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