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RESUMO 

 
O câncer de bexiga urinária (CB) é a segunda neoplasia mais comum do trato urinário, e o 
nono tipo mais incidente em nível mundial. O estadiamento histológico do CB é determinado 
pela profundidade de invasão tumoral da parede vesical e pode ser classificado em não-
músculo invasivos (pTis, pTa e pT1) e músculo invasivos (pT2a, pT2b, pT3a, pT3b e pT4). 
Cerca de 75% dos cânceres de bexiga são não-musculo invasivos (CBNMI). Atualmente, a 
forma mais eficaz para o tratamento do CBNMI é a imunoterapia com BCG (Bacillus Calmette-
Guérin). Contudo, o uso do BCG está frequentemente associado a efeitos adversos locais e/ 
ou sistêmicos, além de recorrência tumoral em até 30% dos casos. Há uma intensa busca 
pelo desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do câncer, incluindo o CBNMI. 
Compostos que atuam como agonistas dos receptores Toll like (TLRs) são candidatos 
promissores. Nesse sentido, o nosso grupo de pesquisa desenvolveu o OncoTherad®, um 
composto nanométrico de fosfato e sais metálicos (CFI-1) associado a uma proteína 
glicosídica (P14-16), que possui patente depositada na fase inicial nacional do PCT (Número: 
BR 1020170127680) pela agência de inovação INOVA-UNICAMP. Ele atua como um 
modificador de resposta biológica, desencadeando a estimulação do sistema imunológico. No 
presente estudo objetivou-se caracterizar os mecanismos de ação desse composto. Para o 
desenvolvimento deste trabalho foram utilizados sessenta camundongos C57BL/6J 
provenientes do CEMIB da UNICAMP. Dez animais foram destinados ao grupo controle e, em 
cinquenta animais, o CBNMI foi induzido quimicamente. Após a indução do CBNMI, os 
animais foram divididos em 5 grupos (n=10): Câncer, Câncer+MRB-CFI-1 (OncoTherad®), 
Câncer+P14-16, Câncer+CFI-1 e Câncer+BCG. Após 6 semanas de tratamento, os animais 
foram eutanaziados, a bexiga foi coletada e processada de acordo com protocolos 
convencionais para histopatologia, imuno-histoquímica e western blotting. Os resultados 
obtidos através das análises histopatológicas demonstraram que após o tratamento com 
OncoTherad® houve redução da progressão tumoral em 100% dos animais. A análise imuno-
histoquímica dos componentes das vias TLR2 e TLR4 demonstraram que, ao contrário do 
tratamento convencional com BCG, o OncoTherad® estimulou a via não-canônica, 
aumentando a expressão de TLR4, TRIF, IRF3 e induzindo a ativação de IFN. Animais 
tratados com OncoTherad® apresentaram redução da imunorreatividade de RANK e RANKL, 
o que é indicativo de bom prognóstico no que diz respeito ao aparecimento de metástases. O 
checkpoint PD1/PD-L1 apresentou expressão reduzida após o tratamento com OncoTherad®, 
levando-nos a inferir que a imunomodulação ocorre devido a redução de linfócitos T 
regulatórios e, consequentemente, aumento de linfócitos T citotóxicos, que poderão 
reconhecer as células tumorais e eliminá-las, o que foi confirmado pela diminuição da 
expressão de FOXP3 nesse grupo de tratamento em relação ao grupo Câncer. O 
OncoTherad® mostrou também desempenhar papel importante no aumento da expressão de 
P53 em relação ao tratamento convencional com BCG, podendo ser um dos mecaniamos 
desse imunoterápico para evitar que linhagens de células cancerígenas se multipliquem.  Os 
compostos orgânico (P14-16) e inorgânico (CFI-1) que compõe o OncoTherad® (MRB-CFI-1) 
não apresentaram redução satisfatória da progressão tumoral quando avaliados 
separadamente, e mostraram padrões distintos de imunorreatividade para as vias analisadas 
quando comparados aos grupos Controle e Câncer porém, quando associados (MRB-CFI-1), 
apresentam resultados promissores na imunomodulação e diminuição da progressão do 
CBNMI.  

 
 
Palavras-chave: câncer de bexiga; imunoterapia; OncoTherad; nanofármaco; receptores 
Toll-Like; imunomodulador; linfócitos Treg.    
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ABSTRACT 

Urinary bladder cancer (BC) is the second most common neoplasm of the urinary tract, and 
the ninth most incident type worldwide. The histological staging of BC is determined by the 
depth of tumor invasion of the bladder wall and can be classified into non-muscle invasive 
(pTis, pTa and pT1) and muscle invasive (pT2a, pT2b, pT3a, pT3b and pT4). About 75% of 
bladder cancers are non-muscle invasive (NMIBC). Currently, the most effective treatment for 
NMIBC is immunotherapy with BCG (Bacillus Calmette-Guérin). However, it is often 
associated with local and/or systemic adverse effects, in addition to tumor recurrence in 30% 
of cases. There is an intense search for the development of new molecules for the treatment 
of cancer, including NMIBC. Compounds that act as Toll like receptors (TLR) agonists are 
promising candidates. Our research group developed OncoTherad®, a nanometric compound 
of phosphate and metal salts (CFI-1) associated with a glycosidic protein (P14-16), which has 
a patent filed in the initial national phase of the PCT (Number: BR 1020170127680) by the 
innovation agency INOVA-UNICAMP. It acts as a biological response modifier, triggering 
immune system stimulation. The present study aimed to characterize the mechanisms of 
action of OncoTherad® (MRB-CFI-1) and its compounds (CFI-1 and P14-16). Sixty C57BL/6J 
mice obtained from CEMIB of UNICAMP were used for the development of the present study. 
Ten animals were assigned to the control group, and 50 animals were NMIBC chemically 
induced. After NMIBC induction, the animals were divided into 5 groups (n=10): Cancer, 
Cancer+MRB-CFI-1 (OncoTherad®), Cancer+P14-16, Cancer+CFI-1 and Cancer+BCG. After 
6 weeks of treatment, the animals were euthanized, the bladder was collected and processed 
according to conventional protocols for histopathology, immunohistochemistry and western 
blotting. Histopathological results showed that after treatment with OncoTherad® tumor 
progression was reduced in 100% of the treated animals. Immunohistochemical analysis of 
components of the TLR2 and TLR4 pathways demonstrated that, unlike conventional 
treatment with BCG, OncoTherad® stimulated the non-canonical pathway, increasing the 
expression of TLR4, TRIF, IRF3 and inducing the activation of IFN. Animals treated with 
OncoTherad® showed reduced immunoreactivity of RANK and RANKL, which is indicative of 
a good prognosis with regard to the appearance of metastases. The PD1/PD-L1 checkpoint 
showed reduced expression after treatment with OncoTherad®, leading to infer that 
immunomodulation occurs due to a reduction in regulatory T lymphocytes, and consequently 
an increase in cytotoxic T lymphocytes, which can recognize tumor cells and eliminate them, 
which is confirmed by the decrease expression of FOXP3 in this treatment group compared to 
the Cancer group. OncoTherad® showed an important role in increasing the expression of P53 
compared to conventional treatment with BCG, and may be one of the mechanisms of this 
immunotherapeutic to prevent cancer cell lines from multiplying. The organic (P14-16) and 
inorganic (CFI-1) compounds that make up OncoTherad® (MRB-CFI-1) did not show 
satisfactory reduction in tumor progression when evaluated separately, and showed distinct 
patterns of immunoreactivity for the analyzed pathways when compared to the Control and 
Cancer groups. However, when combined (MRB-CFI-1), they show promising results in 
immunomodulation and decreased progression of NMIBC. 
 
Keywords: urinary bladder cancer; immunotherapy; OncoTherad; nanopharmaceutical; Toll-
Like receptors; immunomodulator; lymphocytes Treg. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A Bexiga Urinária 

A bexiga urinária e as vias urinárias armazenam a urina formada pelos rins e a 

conduzem para o exterior do corpo (Junqueira e Carneiro, 2013). Os cálices, a pelve 

renal, o ureter e a bexiga urinária possuem a mesma estrutura básica, embora a 

parede se torne gradualmente mais espessa no sentido da bexiga (Gomes e Hisano, 

2010).  É um órgão muscular oco, revestido internamente por epitélio transicional 

denominado urotélio, composto por uma camada de células superficiais (ou em 

guarda-chuva, altamente diferenciadas), intermediárias e basais (Junqueira e 

Carneiro, 2013). 

Externamente ao urotélio encontram-se a lâmina própria e as camadas 

musculares lisa e adventícia (Junqueira e Carneiro, 2013). A lâmina própria é uma 

camada bem desenvolvida, ricamente vascularizada, formada basicamente de tecido 

conjuntivo com abundância de fibras elásticas. A camada muscular própria da bexiga 

(músculo detrusor) é constituída por fibras musculares lisas que formam feixes sem 

orientação definida, ramificam-se e reúnem-se livremente, mudando de orientação e 

de profundidade na parede da bexiga e entrelaçando-se com outros feixes. Esse 

arranjo sob a forma de malha complexa, sem formar camadas distintas, permite que 

o detrusor possa contrair-se harmonicamente, comprimindo a urina em direção à 

uretra proximal durante a micção. (Gomes e Hisano, 2010) O detrusor pode ser 

dividido em duas partes com base nas diferenças regionais de sua inervação 

simpática: 1) a parte localizada acima dos orifícios ureterais, denominada corpo 

vesical, que compreende sua maior parte e, 2) a base, que incorpora o trígono e o 

colo vesical (Gomes e Hisano, 2010). 

A bexiga funciona como reservatório para armazenamento e eliminação 

periódica da urina. Para que essas funções ocorram adequadamente, é necessário 

que a musculatura lisa vesical (detrusor) relaxe e haja aumento coordenado do tônus 

esfincteriano uretral durante a fase de enchimento da bexiga – e o oposto durante a 

micção. A coordenação das atividades da bexiga e do esfíncter uretral envolve 

complexa interação entre os sistemas nervosos central e periférico e os fatores 

regulatórios locais, e é mediada por vários neurotransmissores. As propriedades 
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miogênicas e viscoelásticas vesical e uretral também são muito importantes para 

manutenção da função adequada de reservatório da bexiga (Drake, 2007).  

O funcionamento da bexiga é coordenado em diferentes níveis do sistema 

nervoso central (SNC), localizados na medula, na ponte e nos centros superiores por 

meio de influências neurológicas excitatórias e inibitórias que se dirigem aos órgãos 

do trato urinário inferior (TUI – bexiga, aparelho esfincteriano e uretra) e da aferência 

sensitiva desses órgãos. Perifericamente, o TUI é inervado por três tipos de fibras: 

parassimpáticas, simpáticas e somáticas (Blok, 2002). A micção é coordenada em 

nível do tronco encefálico, especificamente na substância pontinomesencefálica, 

denominado centro pontino da micção (CPM), que é a via final comum para 

motoneurônios vesical, localizados na medula espinhal (Blok, 2002). Em 

circunstâncias normais, a micção depende de um reflexo espino-bulbo-espinal 

liberado pelo CPM que recebe influências, na maior parte inibitórias, do córtex 

cerebral, do cerebelo, dos gânglios da base, do tálamo e do hipotálamo (influências 

suprapontinas) (Blok, 2002). 

O tamanho da bexiga, forma e relações dependem do sexo, idade e quantidade 

de urina. Localiza-se na pelve, sobre o púbis e assoalho pélvico. Durante seu 

enchimento atinge o abdome podendo chegar até o umbigo. Na mulher, reflete-se 

sobre o útero, e no homem, reflete-se sobre o reto (Dangelo e Fattini, 2002). Em um 

adulto, a bexiga é capaz de armazenar cerca de 400 a 800 mL de urina. Já no roedor, 

localiza-se na região dorso-caudal, apresenta diâmetro de aproximadamente 4 mm, e 

sua capacidade de armazenamento é cerca de 1 ml (ratos) e 0,15 ml (camundongos) 

(Reis, et al., 2011). 

Todos os órgãos do trato urogenital são sedes potenciais de tumores malignos. 

A incidência e o tipo variam de órgão para órgão, sendo o câncer de bexiga urinária 

(CB) a segunda doença maligna mais comum do trato urinário (Siegel et al., 2012; 

American Cancer Society, 2021) 

 

1.2 O Câncer de Bexiga Urinária 

O câncer resulta na perda da homeostase, mediada por alterações nas formas 
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de comunicação intra, extra e intercelular, que desregulam o equilíbrio estabelecido 

entre proliferação, diferenciação, apoptose e adaptação celular (Troski e Ruch, 1998). 

É uma doença multifatorial, de efeito combinado de fatores genéticos e ambientais. 

Essa síndrome foi considerada um problema de saúde pública, definido pela Política 

Nacional de Atenção Oncológica, por meio da portaria 2439, publicada em dezembro 

de 2005. Culturalmente, o câncer é uma das doenças crônico-degenerativas mais 

estigmatizadas negativamente pela população, é associado a dor, ao sofrimento, 

mudanças na imagem corporal e à morte. E mesmo que os avanços na medicina 

permitam diagnóstico precoces e tratamentos, o medo do câncer permanece na 

sociedade (Holland, 1990). 

O câncer de bexiga urinária é a segunda neoplasia mais comum do trato 

urinário, e o nono tipo mais incidente em nível mundial (Siegel et al., 2012; Antoni et 

al., 2017; INCA, 2020; Jahrreiss et al., 2020; American Cancer Society, 2021). De 

acordo com as estatísticas do Instituto Nacional de Câncer, no Brasil estima-se que 

em 2020 foram 10.640 novos casos, sendo 7.590 em homens e 3.050 em mulheres 

(INCA, 2020) e, de acordo com o Atlas de Mortalidade por Câncer, o número de mortes 

por câncer de bexiga chega a aproximadamente 58% em homens e 69% em mulheres 

(Atlas de Mortalidade por Câncer, 2015).De acordo com a Sociedade Americana de 

Câncer, as estimativas para o câncer de bexiga nos Estados Unidos em 2021 são de 

aproximadamente 83.730 novos casos (cerca de 64.280 em homens e 19.400 em 

mulheres) e 17.200 mortes (12.260 em homens e 4.940 em mulheres) (American 

Cancer Society, 2021).  

Pessoas idosas tem maior probabilidade de desenvolver câncer de bexiga, 

cerca de 9 em cada 10 pessoas diagnosticadas estão acima de 55 anos de idade. 

Porém, outros fatores como raça, tabagismo e exposição a compostos químicos 

aumentam o risco de sua ocorrência. O tabagismo está associado à doença em cerca 

de 50-70% dos casos (Kispert et al., 2019; Pezzuto et al., 2019; Jahrreiss et al., 2020). 

O risco é maior para o Tabaco preto, e aumenta com o número de cigarros fumados 

diariamente e o número de anos, e também com a inalação (Samanic et al., 2006). O 

cigarro possui dezenas de substâncias tóxicas, dentre elas aminas aromáticas e 

compostos N-nitrosos análogos do MNU (N-metil-N-nitrosouréia), um potente 

carcinógeno. 
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Cerca de 20 a 27% dos casos de câncer de bexiga estão relacionados à 

exposição ocupacional, em especial entre trabalhadores que ficam expostos a 

compostos químicos (Rink et al., 2015; Jahrreiss et al., 2020). Dentre esses produtos 

destacam-se as aminas aromáticas, benzeno, benzidina, cromo/cromatos, 

especialmente em indústrias químicas; fumo e poeira de metais, agrotóxicos, óleos, 

petróleo, tintas, 2-naftalina e 4-aminobifenil, os quais contribuem para o aparecimento 

da doença (Silverman et al., 2006; Rota et al., 2014). Nos últimos anos tem sido 

reportado aumento dos casos entre trabalhadores de diversos setores: agricultura, 

construção, fundição, extração de óleos e gorduras, mineração, siderurgia; indústria 

têxtil e de alimentos. Entre os trabalhadores que ficam expostos ao alumínio, borracha 

e plásticos, tinturas, pode-se citar os cabeleireiros e barbeiros, maquinistas, motorista 

de caminhão e de locomotiva, pintor, trabalhador de ferrovias, trabalho no forno de 

coque e tecelão (Reulen et al., 2008; Rink et al., 2015; Jahrreiss et al., 2020).  

A infecção por Schistosoma haematobium, um verme parasita, pertencente ao 

filo Platyhelminthes, endêmico de países mediterrâneos como o Egito afeta 

frequentemente as vias urinárias, ocasionando hematúria (Zeegers et al., 2000; Poon 

et al., 2015; Rosenquist e Grollman, 2016). Em fases terminais, causa insuficiência 

renal por obstrução urinária e, em último caso, pode causar neoplasias da bexiga 

(Mascarenhas e Castro, 2011; Ishida et al., 2018; Nesi et al., 2019; Jahrreiss et al., 

2020).Substâncias como o arsênio, que podem estar presentes em águas de 

abastecimento; o ácido aristolóquico presente em muitas plantas de uso medicinal e 

a pioglitazona presente em fármacos para tratamento de diabetes, estão associados 

como um fator de risco para o desenvolvimento do câncer de bexiga urinária (Poon et 

al., 2015; Rosenquist e Grollman, 2016). Indivíduos com algumas síndromes 

genéticas tem maior predisposição ao desenvolvimento de carcinoma urotelial, um 

exemplo é a síndrome de Lynch (Carlo et al., 2019). 

De acordo com a Sociedade Americana do Câncer, a ingestão reduzida de 

líquidos pode ser um fator de risco para o câncer de bexiga, pois um indivíduo que 

ingere quantidades elevadas de líquidos, principalmente água, tende a eliminar 

substâncias químicas mais rapidamente, levando em consideração que este tenderá 

a esvaziar a bexiga com mais frequência (American Cancer Society, 2016; 2021).  

Em geral, o câncer de bexiga é cerca de três a quatro vezes mais comum em 
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homens comparado à incidência em mulheres (Nezos et al., 2009). Por outro lado, a 

sobrevida das mulheres é pior com esse tipo de tumor. Especula-se que a alta 

agressividade desse câncer em mulheres é decorrente do desbalanço hormonal 

(menopausa), o qual surge a partir da quinta década de vida. Embora a bexiga urinária 

seja secundariamente regulada por hormônios sexuais esteroides, o urotélio normal e 

os tumores uroteliais são responsivos aos andrógenos e estrógenos (Garcia et al., 

2015).  

O estadiamento histológico do câncer de bexiga é determinado pela 

profundidade de invasão tumoral da parede vesical e dependerá da ressecção 

transuretral (RTU) do tumor, por via endoscópica, para seu diagnóstico correto. 

Fragmentos de ressecção superficiais e profundos devem ser analisados 

separadamente (Figura 1) (Epstein et al., 1998; Epstein, 2003). A classificação TNM 

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

Mais de 70% da sua incidência é superficial (pTis, pTa e pT1), tumor não-

músculo invasivo (CBNMI), e a ocorrência de uma doença invasiva é ocasional 

(Askeland et al., 2012). Contudo, 50% dos tumores não-músculo invasivos recorrem 

em 4 anos após o tratamento e 11% evoluem para o fenótipo invasivo (Askeland et 

al., 2012). Tratamentos para o CBNMI consistem na RTU, na qual é realizada a 

retirada do tumor por cateterismo intravesical (cistoscópio), seguida por instilação de 

agentes quimioterápicos ou imunoterápicos, de forma contínua por aproximadamente 

1 a 3 anos, e os pacientes necessitam fazer um controle periódico, através de 

cistoscopias, com a finalidade de vigiar a recorrência tumoral (Brausi et al., 2011; Klotz 

e Brausi, 2014).  

Já os diagnósticos de câncer de bexiga músculo invasivos, requerem uma 

remoção cirúrgica da bexiga, por um procedimento chamado cistectomia parcial, 

quando ocorre remoção de apenas uma porção da bexiga ou cistectomia radical, com 

remoção total da bexiga e possível reconstrução; ou radioterapia, acompanhada ou 

não de quimioterapia (Brausi et al., 2011). 
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Figura 1: Representação da profundidade de invasão tumoral da parede vesical, a 

qual determina a Classificação Histológica do Câncer de Bexiga Urinária. 

 

Figura modificada (Landry, 2012). Na figura estão representadas as lesões por profundidade de invasão 
tumoral da parede vesical. As setas verdes apontam os cânceres não-musculo invasivos, que 
correspondem a 75% dos casos de câncer de bexiga (pTis, pTa e pT1); e os músculo invasivos são 
apontados pelas setas vermelhas, e correspondem a 25% dos casos de cancer de bexiga (pT2a, pT2b, 
pT3a, pT3b e pT4).
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Tabela 1: Classificação TMN do Câncer de Bexiga (UICC - Union for Cancer Control, 
2009). 

  CLASSIFICAÇÃO DO CÂNCER DE BEXIGA 

Tumor primário: T 

TX Tumor primário não pode ser avaliado 

T0 Nenhuma evidência de Tumor primária 

Ta Carcinoma papilar não invasivo (restrito a mucosa) 

Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor com invasão subepitelial (invasão da lâmina própria) 

T2: Tumor com invasão da musculatura própria 

pT2a Superficial (metade interna) 

pT2b Profunda (metade externa) 

T3: Tumor invade tecido perivesical 

pT3a Microscopicamente 

pT3b Macroscopicamente (massa extravesical) 

T4: Tumor invade qualquer órgão adjacente 

pT4a Tumor invade próstata, útero ou vagina 

pT4B Tumor invade a parede pélvica-abdominal 

Linfonodos Regionais (N) 

NX Linfonodos regionais não podem ser avaliados 

NO Nenhuma metástase para linfonodo regional 

N1 Metástase linfonodos ≤ 2cm 

N2 Metástase linfonodos ≤ 5cm 

N3 Metástase linfonodos ≥ 5cm 

Metástases a Distância (M) 

MX Metástases a distância não podem ser avaliadas 

M0 Nenhuma metástase a distância 

M1 Metástases a distância 

 

O câncer de bexiga é um sério problema de saúde pública, em prevalência, 

mortalidade, efeitos na qualidade de vida dos indivíduos e de suas famílias, e em custo 
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econômico (Brausi et al., 2011).  Hoje o maior desafio do INCA, é ampliar no Brasil as 

ações de promoção da saúde, prevenção e diagnóstico precoce para reduzir os 

índices de incidência e mortalidade do câncer, além de propiciar qualidade de vida ao 

paciente (INCA, 2020). É importante ressaltar que cerca de 50% dos cânceres de 

bexiga poderiam ser prevenidos (Brausi et al., 2011).   

 

1.3 Modelo de Indução Química do Câncer de Bexiga Urinária Não-Músculo 

Invasivo (CBNMI) 
 

O desenvolvimento de modelos experimentais torna-se importante na medida 

em que estes auxiliam na compreensão dos fenômenos naturais. Na ciência médica 

permitem o melhor conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das doenças, da ação 

de medicamentos ou dos efeitos das intervenções cirúrgicas (Ferreira et al., 2005). 

Para investigar o CBNMI de forma mais aprofundada, compreender os efeitos de 

medicamentos já existentes no mercado, e buscar o desenvolvimento de novas 

terapias e tratamentos para o câncer de bexiga urinária, diversos estudos utilizam tais 

modelos (ratos e camundongos) (Reis et al., 2009; Reis et al., 2010; Fávaro et al., 

2012; Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016).  

Comprovou-se que alterações neoplásicas podem ser iniciadas na bexiga 

urinária de camundongos e ratos no período de algumas semanas de tratamento com 

doses baixas de carcinógenos químicos (Crallan et al., 2006; Reis et al., 2009) que 

são instilados diretamente na bexiga dos animais (Crallan et al., 2006). Em 1972, 

Hicks e Wakefield utilizaram 4 doses de N-metil-N-nitrosureia (MNU) para rápida 

indução do CBNMI em ratos, demonstrando que este é um carcinógeno completo 

(Hicks e Wakefield, 1972). O MNU pode atuar como iniciador e promotor da neoplasia, 

podendo causar persistente metilação do DNA (Steinberg et al., 1990). Estudos com 

animais pré-tratados com MNU confirmaram que as células tumorais, 

preferencialmente, se implantam na superfície urotelial alterada (Weldon e Soloway, 

1975; Soloway et al., 1983). 

A carcinogênese urotelial induzida com MNU em ratos é semelhante à 

carcinogênese humana, pois envolve o efeito de agentes ambientais (o mesmo 

carcinógeno presente no cigarro de tabaco) num sistema teste geneticamente 
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susceptível (ratos Fischer 344 ou camundongos C57BL/6J). Além disso, esse tipo de 

procedimento induz uma sequência de alterações morfológicas, iniciando com 

hiperplasia simples seguida de hiperplasia nodular e papilar, progredindo 

posteriormente para papiloma e, ocasionalmente, carcinomas não-invasivos e, 

finalmente, a neoplasias invasivas (Cohen, 2002; Oliveira et al., 2006; Reis et al., 

2009; Reis et al., 2010; Fávaro et al., 2012; Reis et al., 2012; Garcia et al., 2015; Dias 

et al., 2016; Garcia et al., 2016). 

Os experimentos com CBNMI realizados por nosso grupo de pesquisa 

utilizaram, a princípio, o modelo animal (ratos Fischer 344 ou camundongos C57BL/6) 

de indução química com MNU. Porém, no ano de 2017 quando o N-Nitroso-N-

methylurea (MNU –N1517 Sigma Aldrich) foi descontinuado, o N-Nitroso-N-ethylurea 

(N3385 ISOPAC®; NEU) passou a ser usado em ambos os modelos experimentais, 

demonstrando a mesma eficácia que o MNU. Likhachev e seu grupo de pesquisa em 

um experimento com hamsters Syrian Golden, também demonstraram que tanto o 

MNU quanto o NEU (N-Nitroso-N-ethylurea) provocaram metilação no DNA em 

diversos tecidos, induzindo o câncer (Likhachev et al., 1983). 

Portanto, o modelo animal induzido tanto com MNU, quanto com N-Nitroso-N-

ethylurea, apresenta vantagens particulares para os estudos da carcinogênese 

urogenital, a saber:  são conhecidos por agir diretamente sobre o urotélio, sem 

necessidade de ativação metabólica; reproduz tumores de bexiga que são 

clinicamente observados em humanos, os quais tiveram origem exclusiva no urotélio, 

foram espontâneos e não-implantados e histologicamente equivalentes ao carcinoma 

de células transicionais;  podem ser administrados por via intravesical em doses de 

pulso quantificáveis; possuem baixo custo reprodutível e utiliza um hospedeiro 

imunocompetente, o que é importante quando se estuda o tratamento com 

imunomoduladores, como por exemplo, o Bacillus Calmette-Guerin (BCG); modelo de 

câncer mais controlado do que aqueles que usam carcinógenos na dieta ou na água 

potável (Perabo et al., 2005; Reis et al., 2010; Reis et al., 2012; Fávaro et al., 2012; 

Garcia et al., 2015; Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016). 
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1.4 Sistema Imune e Câncer 

 

O sistema imunológico foi identificado como um fator de proteção durante 

doenças infecciosas há mais de um século, e é comumente definido como um 

mecanismo de defesa (Retirf e Cilliers, 1998; Sattler, 2017). No entanto, a defesa do 

hospedeiro é apenas uma manifestação da função geral desse sistema na 

manutenção da homeostase tecidual e em sua integridade (Sattler, 2017). De fato, o 

sistema imune é parte integrante de processos fisiológicos fundamentais, tais como 

desenvolvimento, reprodução e cicatrização de feridas, e a importante comunicação 

entre o sistema imune e outros sistemas do corpo como o sistema nervoso central, o 

sistema cardiovascular, e também com o metabolismo dos indivíduos, é bastante 

evidente (Sattler, 2017).  

No século XIX, Rudolf Virchow mostrou as primeiras evidências da presença 

de células inflamatórias em tumores, sugerindo uma possível associação entre 

inflamação e câncer. Entretanto, este assunto não foi explorado naquela época. Esse 

processo foi novamente investigado, indicando que a inflamação possui um papel 

crítico na carcinogênese (Karin, 2006). O microambiente tumoral contém células da 

imunidade inata (incluindo macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e células 

Natural Killers ou NK) e do sistema imune adaptativo (linfócitos B e T), além de células 

tumorais e o estroma circunjacente (o qual consiste de fibroblastos, células endoteliais 

e células mesenquimais) (De Visser et al., 2006). Essas diversas células se 

comunicam por meio de contato direto e também pela produção de citocinas e 

quimiocinas, que atuam no microambiente tumoral. Logo, há expressão de vários 

mediadores e moduladores imunológicos, que estão ativados no microambiente 

tumoral (Smyth et al., 2006; Karin, 2007)  

Nesse aspecto, os receptores Toll-like (TLRs) pertencem a uma família de 

receptores transmembrana que reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (Kumar et al., 2011; Satoh e Akira, 2016). Os TLRs também têm um papel 

fundamental na reparação tecidual e lesão tecidual induzida por inflamação (Galli et 

al., 2010; Satoh e Akira, 2016). TLRs que reconhecem lipídios e proteínas ligantes 

(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) estão expressos na membrana plasmática, 

enquanto TLRs que detectam ácidos nucleicos virais (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9) 
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estão localizados em compartimentos lisossomais (Takeda e Akira, 2004; Akira e 

Takeda, 2004; Galli et al., 2010; Zhao et al., 2014; Satoh e Akira, 2016). 

TLRs são amplamente distribuídos em células do sistema imunológico e 

caracterizados como sensores imunológicos de patógenos invasores. As vias de 

sinalização são desencadeadas pela detecção desses patógenos, iniciando a 

resposta imune inata (Xie et al., 2009). Os TLRs são reconhecidos por detectar 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) incluindo vírus, bactérias, 

fungos e parasitas (Liew et al., 2005). Até o momento, foram identificados 11 

receptores da família dos TLRs com a característica de possuírem um domínio 

extracelular, constituindo múltiplas repetições ricas em leucina, um domínio 

transmembrana e um domínio intracelular (Akira e Satoh, 2003) 

A sinalização dos TLRs induz a ativação dos genes de citocinas inflamatórias 

como TNF-α (Fator de Necrose Tumoral Alfa), IL-6 (Interleucina 6) e IL-1β (Interleucina 

1β), bem como a expressão de moléculas co-estimulatórias em células dendríticas e 

macrófagos. Coletivamente, cada TLR recruta uma combinação específica de 

moléculas adaptadoras para ativar diferentes fatores de transcrição que darão origem 

à resposta apropriada e efetiva contra o patógeno estimulador (Akira e Takeda, 2004; 

Galli et al., 2010; Satoh e Akira, 2016).  

A transdução de sinais dos TLRs ocorre através de diferentes proteínas 

adaptadoras, as quais desencadeiam uma cascata de sinalização envolvendo o fator 

de transcrição nuclear kB (NF-κB), proteínas-quinases ativadas por mitógeno 

(MAPKs), p38, proteínas quinases c-jun-N-terminal (JNKs), proteínas quinases 

reguladoras de sinalização extracelular (ERKs) e os fatores regulatórios de interferon 

(IRF3, IRF5 e IRF7) (Takeda e Akira, 2004; Akira e Takeda, 2004; Satoh e Akira, 

2016).  

Muitos dos efeitos conhecidos da sinalização dos TLRs ocorrem através da 

translocação do NF-kB e subsequente produção de moléculas inflamatórias e 

moléculas para sobrevivência celular, como TNF-α e interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) 

(Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; Galli et al., 2010; Satoh e Akira, 2016). 

A função clássica dos TLRs consiste no recrutamento de leucócitos para os tecidos 

infectados com posterior indução de respostas imunes adaptativas (Akira e Takeda, 
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2004; Galli et al., 2010; Satoh e Akira, 2016). Sua ativação na superfície das células 

epiteliais induz a expressão de moléculas de adesão intercelular (ICAM), as quais 

desempenham um papel fundamental na implantação e adesão de leucócitos (Satoh 

e Akira, 2016).  

As moléculas adaptadoras envolvidas na sinalização dos TLRs são: fator 88 de 

diferenciação mielóide (MyD88), TIRAP, TRIF e TRAM (Akira e Takeda, 2004; Takeda 

e Akira, 2004; Satoh e Akira, 2016). A proteína MyD88 é utilizada por todos os TLRs, 

a exceção do TLR3, e ativa NF-κB e as vias das MAPKs para induzir a produção de 

citocinas inflamatórias (Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; Satoh e Akira, 

2016). TRAM e TIRAP são moléculas adaptadoras utilizadas pelo TLR4 para recrutar 

TRIF e pelos TLRs 2 e 4 para recrutar MyD88, respectivamente (Figura 2) (Akira e 

Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; Satoh e Akira, 2016). Assim, a sinalização dos 

TLRs pode ser classificada de duas formas: via dependente de MyD88 (via canônica) 

para a produção de citocinas inflamatórias e via dependente de TRIF (via não-

canônica) para a produção de interferon (Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; 

Satoh e Akira, 2016). TLR4 é o único receptor que utiliza as quatro moléculas 

adaptadoras (MyD88, TRIF, TIRAP e TRAM) para desencadear sua sinalização 

(Figura 2) (Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; Satoh e Akira, 2016). 

Evidências contraditórias apontam que sob certas condições, a inflamação 

promove carcinogênese, enquanto em outras ela exerce efeitos antitumorais. Este fato 

pode ser explicado pela diferença de intensidade e da natureza da resposta 

inflamatória (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). Na maioria dos casos, a 

inflamação associada ao câncer é semelhante à inflamação crônica, incluindo a 

produção de fatores que estimulam o reparo tecidual e a proliferação e sobrevivência 

da célula neoplásica (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010).  

No entanto, se a resposta inflamatória se desenvolve em inflamação aguda, um 

mecanismo efetor imunológico é ativado com consequente regressão do tumor 

(Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). Considerando os diversos elementos que 

controlam os processos neoplásicos, um importante papel é atribuído aos membros 

da superfamília de citocinas (Ben-Baruch, 2006). Citocinas expressas pelas células 

tumorais e células do hospedeiro desempenham um papel crítico no desenvolvimento 

do tumor através da regulação da migração de diferentes subtipos de leucócitos (Ben-
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Baruch, 2006). A proporção relativa de cada tipo de célula de defesa no interior do 

tumor, por exemplo, macrófagos, células T, células NK, células dendríticas, ou outros 

subtipos de leucócito, determina em grande parte o perfil imunológico local (Allavena 

et al., 2008). Em particular, células T CD8 e alguns tipos de células do sistema 

imunológico inato, como as células NK, podem inibir o crescimento tumoral (Allavena 

et al., 2008; Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). 

Figura 2: Via de sinalização dos TLRs.

 

Fonte: Takeda e Akira, 2004. 

 

Agonistas dos TLRs são alvos de intensas pesquisas para o desenvolvimento 

de novas modalidades terapêuticas para os diferentes cânceres, incluindo o CBNMI 

(Akira e Takeda, 2004; Fávaro et al., 2012; Garcia et al., 2015). A administração 

desses agonistas exerceu fortes efeitos antineoplásicos contra tumores desenvolvidos 

em camundongos e em humanos (Rakoff-Nahoum e Medzhitov, 2009). A ativação dos 

TLRs pode causar a regressão do tumor através do aumento da permeabilidade 

vascular e por meio do recrutamento de leucócitos, os quais determinam a lise das 

células neoplásicas pelas células natural killer (NK) e células T citotóxicas (Rakoff-
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Nahoum e Medzhitov, 2009). Assim, um dos efeitos mais promissores da estimulação 

dos TLRs por agonistas específicos na terapia do câncer é a ativação do sistema 

imune adaptativo (Krieg, 2007; Paone et al., 2008; Galli et al., 2010). 

Sabe-se que o microambiente tumoral é composto por uma complexa rede 

interconectada, que inclui fatores solúveis, como citocinas e componentes da matriz 

extracelular, os quais interagem com fibroblastos, células endoteliais, células imunes 

e vários tipos celulares específicos, dependendo da localização das células tumorais. 

Esta diversidade define, o que alguns autores chamaram de “nichos” específicos (por 

exemplo, nichos vasculares, imunes, ósseos) envolvidos no crescimento do tumor e 

no processo metastático (Molofsky et al., 2004; Renema et al., 2016). Os quais 

comunicam-se em conjunto por comunicações intercelulares diretas e/ ou de maneira 

autócrina/ parácrina/ endócrina, envolvendo citocinas e fatores de crescimento.  

Nesse sentido, pode-se citar glicoproteínas, como o RANKL (ligante do fator 

nuclear ativador do receptor-κB) e seu receptor RANK (fator nuclear ativador do 

receptor κB), membros das superfamílias TNF (Fator de Necrose Tumoral) e TNFR, 

os quais tem estimulado o interesse da comunidade científica, devido ao fato de RANK 

ser frequentemente expresso por células tumorais, em contraste com o RANKL, que 

é comumente detectado no microambiente tumoral e, juntos, participam de todas as 

etapas do desenvolvimento do câncer (Renema et al., 2016). 

A tríade molecular envolvendo o sistema RANK/ RANKL/ OPG 

(osteoprotegerina) tem sido comumente estudada por influenciar vários processos 

fisiológicos e patológicos em todo o corpo, os quais incluem remodelação óssea, 

desenvolvimento da glândula mamária, desenvolvimento e migração de células 

tumorais e modulação da imunidade adaptativa (Wong et al., 1998; Hofbauer e 

Heufelder, 2001; Boyce e Xing, 2007; Cheng e Fong, 2014; Ming et al. 2020). O papel 

deste sistema de sinalização tem sido bem enfatizado no osso, onde a sinalização 

RANKL/ RANK medeia a osteoclastogênese e reabsorção óssea via sinalização 

parácrina entre osteoblastos (RANKL) e osteoclastos (RANK) (Ming et al. 2020). 

Na superfície dos osteoclastos encontra-se o RANK, responsável pela 

regulação de vários pontos do ciclo celular da célula como ativação, diferenciação e 

sobrevivência da célula madura (Lee et al., 2010) através do seu ligante, o RANKL, 
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proteína transmembrana da família do TNF (Fator de Necrose Tumoral) (Gartrell e 

Saad, 2014), a qual é expressa principalmente por osteócitos, e também por 

osteoblastos e outras células estromais, como por exemplo, os linfócitos T. O RANKL 

possui três isoformas, das quais duas apresentam domínios transmembranares que 

requerem contato célula-célula (RANKL 1 e 2), e uma isoforma solúvel livre, cuja 

produção depende da ação da enzima conversora do TNF (TACE – Tumor necrosis 

factor-α-converting enzyme) ou pela ação de MMPs que clivam o RANKL 

transmembranar – o RANKL 3 (Sottnik e Keller, 2013). O OPG produzido pelos 

osteoblastos e células estromais atua como um receptor para o RANKL solúvel e, 

portanto, impede a diferenciação e ativação dos osteoclastos ao interferir na interação 

entre RANKL e RANK (Hofbauer e Heufelder, 2001).  

Porém, a expressão de RANK/ RANKL não se restringe a tecidos saudáveis e 

numerosos estudos demonstraram sua expressão em tecidos neoplásicos. Essa 

ampla distribuição fortalece a hipótese de seu papel fundamental no processo 

oncogênico. Estudos mostraram que uma elevada porcentagem de células tumorais 

expressa RANK em vários níveis (Satini et al., 2011a; 2011b). De fato, 89% de todos 

os carcinomas avaliados por Satini e seus colaboradores apresentam imunomarcação 

positiva para RANK e aproximadamente 60% dos casos apresentaram mais de 50% 

de células neoplásicas positivas (Satini et al., 2011b).  

Curiosamente, a expressão de RANK em células neoplásicas é um marcador 

de mau prognóstico, como demonstrado no câncer de mama (Park et al., 2014; 

Pfitzner et al., 2014). Similarmente aos cânceres de próstata, Pfitzner e colaboradores 

demonstraram que a expressão mais alta de RANK no tumor primário de mama estava 

associada à maior sensibilidade à quimioterapia, mas também a um maior risco de 

recidiva e morte, apesar dessa maior sensibilidade (Pfitzner et al., 2014). Em um 

trabalho complementar realizado por Palafox e colaboradores (2012), foi demonstrado 

que o eixo RANKL/ RANK foi pró-ativo na transição epitelial-mesenquimal (EMT), e 

promoveu simultaneamente migração celular com neovascularização e sua expressão 

foi significativamente associada a tumores metastáticos. A expressão de RANK 

também foi descrita como sendo preditiva de mau prognóstico em pacientes com 

metástase óssea, mas não em pacientes com metástases viscerais (Zhang et al., 

2012). 
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Recentemente, foi descrito um caso clínico interessante de um paciente com 

osteossarcoma tratado com Sorafenibe e Denosumabe (Cathomas et al., 2015). 

RANK e RANKL foram expressos pelas células tumorais e os autores observaram 

remissão metabólica completa por mais de 18 meses, reforçando o valor terapêutico 

potencial de bloquear a sinalização RANK/ RANKL no osteossarcoma (Cathomas et 

al., 2015). Enquanto RANK é expresso por vários tipos de células tumorais, o seu 

ligante pode ser produzido por células tumorais ou pelo seu ambiente. 

Consequentemente, RANKL pode então agir de maneira parácrina ou autócrina sobre 

as células tumorais. 

Outros estudos revelaram que a sinalização de RANK/ RANKL promove o 

estágio inicial no desenvolvimento do câncer de mama, levando à diminuição da 

diferenciação celular - “stemness” – e EMT nas células epiteliais mamárias (Schramek 

et al., 2010; Hanada et al., 2011). Um processo semelhante foi confirmado em 

carcinoma escamoso de cabeça e pescoço (Yamada et al., 2011) e em carcinoma de 

endométrio (Liu et al., 2016). A expressão de RANKL foi associada à EMT e parece 

ser um novo marcador para EMT em células de câncer de próstata (Odero-Marah et 

al., 2008). 

Jones e colaboradores (2016) forneceram a primeira evidência de uma 

atividade quimioatrativa para RANKL. Esses autores demonstraram que o RANKL 

produzido por osteoblastos e células estromais da medula óssea atrai células tumorais 

que expressam RANK, induzindo sua migração (Jones et al., 2016). Esse mecanismo 

parece ser relativamente universal e foi observado em câncer de próstata (Mori et al., 

2006; Chawla et al., 2013; Li et al., 2014), câncer de mama (Chawla et al., 2013), 

câncer de cólon (Van Poznak et al., 2006), melanoma (Chawla et al., 2013), carcinoma 

oral de células escamosas (Shin et al., 2011), câncer de pulmão (Chen et al., 2011), 

hepatocarcinoma (Song et al., 2011), câncer endometrial (Wang et al., 2015), 

osteossarcoma (Beristain et al., 2012; Golden et al., 2015) e câncer renal (Mikami et 

al., 2009). A migração induzida por RANKL está associada a cascatas de sinalização 

específicas, especialmente a ativação das vias da MAP quinase. Portanto, o eixo 

RANKL/ RANK regula a migração de células tumorais e o RANKL atua como um 

agente quimioatrativo nas células que expressam um dos seus receptores. 
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Além de seus efeitos diretos sobre as células tumorais, o RANKL é capaz de 

modular o microambiente tumoral, em particular na neovascularização. Os vasos 

sanguíneos são importantes para as células tumorais, pois fornecem grandes 

quantidades de nutrientes e são usados como principal meio de migração dessas 

células para outros tecidos, de modo a invadir órgãos distantes. A expressão de RANK 

foi detectada em células endoteliais e, interagindo com este receptor, o RANKL 

impacta o processo angiogênico tanto por estimular a angiogênese através de um 

mecanismo dependente de Src e fosfolipase C (Kim et al., 2002; Min et al., 2003), 

como aumentar a sobrevivência celular de maneira dependente de PI3k 

(phosphatidylinositol 3-kinase) / Akt (protein kinase). (Kim et al., 2003). O RANKL 

também induziu a proliferação de precursores de células endoteliais e a 

neovascularização (Benslimane et al., 2011). Este fenômeno é exacerbado pelo VEGF 

(fator de crescimento endotelial vascular), que é frequentemente secretado pelas 

células tumorais e que regula positivamente a expressão de RANKL das células 

endoteliais por uma regulação positiva da expressão de RANK e um aumento da 

permeabilidade vascular (Min et al., 2007). 

O RANKL influencia o microambiente das células tumorais atuando na 

imunidade local. Seu principal papel no sistema imunológico foi inicialmente 

identificado em camundongos knockout para RANKL, nos quais o desenvolvimento 

de órgãos linfóides secundários estava comprometido, especialmente os linfonodos 

(Kong et al., 1999; Mueller et al., 2012), mas também a nível “central”, onde a 

maturação das células do timo, necessárias para o desenvolvimento de células T, 

foram afetadas (Akiyama et al., 2008; Akiyama et al., 2013). Também está envolvido 

na modulação da resposta imune induzindo proliferação de células T (Anderson et al., 

1997) e sobrevivência de células dendríticas (Wong et al., 1997). As células T ativadas 

como resultado da expressão de RANKL estimulam as células dendríticas, 

expressando RANK, para aumentar sua sobrevivência e, assim, aumentar a resposta 

de memória das células T (Anderson et al., 1997). Mais recentemente, foi 

demonstrado que o bloqueio de RANKL pode resgatar células T específicas para o 

melanoma através da deleção tímica, e aumentar a resposta imune antitumoral (Khan 

et al., 2014).  

Os macrófagos associados ao tumor (TAMs) acumulam-se no microambiente 

tumoral e, dependendo do seu fenótipo M2 ou M1, desempenham um papel no 
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crescimento do tumor, na angiogênese e na metástase (Cook et al., 2013). RANK está 

presente na membrana celular de monócitos/ macrófagos e RANKL atua como um 

fator quimioatrativo para essas células (Breuil et al., 2003). Os macrófagos M2 que 

expressam principalmente RANK estão fortemente associados ao processo 

angiogênico (Kambayashi et al., 2012). A sinalização de RANK/ RANKL nos 

macrófagos M2 modula a produção de quimiocinas, promovendo a proliferação de 

linfócitos T regulatórios (Treg) em favor de um ambiente imunossupressor (Fujimura 

et al., 2015). No carcinoma da mama, o RANKL é produzido principalmente por 

linfócitos Treg (linfócitos T CD4+ CD25+ que expressam Foxp3). Neste contexto, um 

ciclo vicioso é estabelecido entre TAMs, Treg e células tumorais, resultando no 

crescimento do tumor, a disseminação de células cancerígenas e amplificação do 

processo metastático (Tan et al., 2011). Os linfócitos T parecem ser a principal fonte 

de RANKL na tumorigênese. Se os linfócitos T produtores de RANKL estão envolvidos 

na etapa inicial do processo metastático ou não, os linfócitos T induzem um ambiente 

permissivo iniciando o nicho pré-metastático (Monteiro et al., 2013). 

Além da regulação de muitas funções biológicas em todo o corpo, o sistema 

RANK/ RANKL tem um papel fundamental na fisiopatologia de vários distúrbios (Sisay, 

et al., 2007). Considerando o papel desse sistema no desenvolvimento de células 

tumorais e metástases, os cientistas estão empenhados em descobrir agentes 

terapêuticos direcionados a estas proteínas relacionadas ao TNF (RANK, RANKL e 

OPG) e suas vias de sinalização, para melhor tratamento do câncer e também da 

osteoporose (osteólise óssea). 

Na última década, o tratamento de tumores avançados vem sendo 

revolucionado devido ao desenvolvimento de novas modalidades imunoterapêuticas, 

em especial os inibidores de checkpoints imunológicos (Wei et al., 2018). O 

Ipilimumab é um anticorpo monoclonal contra o receptor proteína 4 do linfócito T 

citotóxico (CTLA-4), que por sua vez trata-se de um co-receptor inibitório dos 

receptores de células T (TCR). Quando ocorre a co-estimulação do TCR e do CTLA-

4, o linfócito T desenvolve tolerância em relação ao antígeno apresentado. Já quando 

o CTLA-4 é inibido pelo Ipilimumab, o TCR pode ser estimulado sem a co-estimulação 

inibitória e a resposta imune ao antígeno em questão é exacerbada (Weber, 2009; 

Robert et al., 2011; Tarhini, 2013; Schadendorf et al., 2015). Após o sucesso do 

Ipilimumab no tratamento de melanoma metastático, outros inibidores de checkpoints 
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foram desenvolvidos, focando na inibição do receptor de morte celular programada 1 

(PD-1) ou de seu ligante (PDL-1) (Patnaik et al., 2015; Larkin et al., 2015; Chang et 

al., 2016; Rosenberg et al., 2016; Kang et al., 2017). Trata-se também de um receptor 

inibitório, cuja estimulação resulta em inativação de linfócitos T já sensibilizados contra 

determinado antígeno. Já estão disponíveis para a prática clínica anticorpos 

monoclonais contra o PD-1, tais como Nivolumab (Larkin et al., 2015) e 

Pembrolizumab (Patnaik et al., 2015; Sullivan e Flaherty, 2015; Kang et al., 2017); ou 

contra o ligante desse receptor (PDL-1), tais como Durvalumab (Antonia et al., 2018), 

Avelumab (Patel et al., 2018) e Atezolizumab (Rosenberg et al., 2016). 

Nesse sentido, torna-se importante estudar também a expressão de PD-L1 e 

PD-1, que formam um sistema complexo de receptores e ligantes envolvidos no 

controle da ativação de células T. Em tecidos normais, PD-L1 é expresso em células 

T, células B, células dendríticas, macrófagos, células-tronco mesenquimais, 

mastócitos e outras células não-hematopoiéticas (Wang et al., 2016). PD-L1 também 

é expresso por tumores, auxiliando os mesmos na evasão de sua detecção e 

eliminação pelo sistema imune do hospedeiro (Wang et al., 2016; Yu et al., 2016; 

Diggs et al., 2017). O conhecimento em relação a via PD-1/ PD-L1 é relativamente 

recente. O PD-1 foi identificado em 1991, e somente alguns anos mais tarde, 

identificou-se o PD-L1 (Keir et al., 2009). O ligante de morte programada 1 (PD-L1) é 

um membro da superfamília B7. É uma proteína transmembrana de 40 kDa, codificada 

pelo gene CD274 localizado no cromossomo 9 (Butti et al., 2008).  

As células T reguladoras (Tregs), um subconjunto único de células T auxiliares 

CD4+, caracterizadas pelo fenótipo CD4+ CD25+, podem suprimir a proliferação e a 

secreção de citocinas dos linfócitos T efetores através da imunorregulação. O FOXP3, 

um fator de transcrição Forkhead Box P3, parece funcionar como um regulador 

principal no desenvolvimento e controle de Tregs (Yagi et al., 2004; Campbell e Ziegle, 

2007), e é considerado como o marcador de superfície mais específico e confiável de 

Tregs (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003). FOXP3 é 

considerado um biomarcador e fator prognóstico para tumores malignos humanos 

(Schreiber, 2007). Estudos realizados com 1270 amostras tecidos, mostraram que a 

infiltração intratumoral por Tregs FOXP3+ foi altamente correlacionada com o subtipo 

intrínseco e revelou-se como um preditor prognóstico independente para pacientes 

com câncer de mama (Liu et al., 2011; 2012). 
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Evidências sugerem que PD-L1 desempenha um papel crucial na indução e 

manutenção de Tregs que leva ao aumento de Tregs no microambiente tumoral e 

estes Tregs induzidos (iTregs) inibem as respostas das células T ao tumor (Francisco 

et al., 2009; Ni et al., 2012). A ligação entre a expressão de PD-L1 em células tumorais 

e a infiltração de Tregs já foi avaliada em pacientes com carcinoma gástrico e 

colorretal e corroborou com seu efeito supressor na ativação e/ou proliferação de 

células T (Hou et al., 2014; Zhao et al., 2014; Geng et al., 2015). A ampla expressão 

do PD-L1 avaliada, retrospectivamente, em microambientes tumorais e sua relação 

com parâmetros clínicopatológicos conduziram os estudos desta via regulatória de 

sinalização como potencial alvo terapêutico antineoplásico (Zou e Chen, 2008; Homet-

Moreno e Ribas, 2015).  

A regulação positiva de PD-L1 tem sido descrita em várias malignidades e tem 

sido associado ao estado clínico-patológico de pacientes com tumores sólidos 

(Hamanishi et al., 2007; Chen et al., 2012; Droeser et al., 2013). Estudos prévios 

demonstraram que moléculas abundantes de PD-L1 eram expressas tanto por células 

tumorais quanto por células imunes infiltrantes e sua inibição resultava em uma 

resposta clínica duradoura em ensaios clínicos recentes de vários tumores sólidos 

(Hodi et al., 2010; Brahmer et al., 2012; Herbst et al., 2014; Powles et al., 2014). 

Recentemente, a expressão de PD-L1 tem sido estudada com o intuito de 

prever a resposta clínica à inibição de PD-L1, a fim de estimar quais pacientes podem 

se beneficiar da terapia (Herbst et al., 2014). No entanto, sua expressão e impacto no 

prognóstico de pacientes com câncer de mama é controversa nos relatos limitados 

(Ghebeh et al., 2006; Ghebeh et al., 2007; Muenst et al., 2014; Schalper et al., 2014). 

Entre as neoplasias humanas, a investigação da expressão imuno-histoquímica de 

PD-L1 está validada por estudos clínicos, e apresenta inegável valor preditivo de 

resposta às terapias anti-PD-1 disponíveis. Destacam-se os carcinomas de não-

pequenas células de pulmão e carcinomas uroteliais da bexiga (Cree et al., 2016; 

Chae et al., 2016; Gandini et al., 2016; Kerr et al., 2016).Desde que análises iniciais 

em neoplasias de pulmão, ovário, rim e melanomas evidenciaram altos níveis de 

expressão de PD-L1 (Dong et al., 2002; Pardoll, 2012), estudos subsequentes 

sugeriram que seu status – independente de estratégias terapêuticas – pode estar 

relacionado a prognósticos oncológicos (Zou e Chen, 2008; Pardoll, 2012; Gatalica et 

al., 2014; Patel e Kurzrock, 2015; Diggs e Hsueh, 2017).  
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Frente ao exposto, reforça-se a importância da avaliação da expressão de PD-

L1 e FOXP3 em neoplasias, uma vez que a detecção da proteína PD-L1 funciona 

como biomarcador analítico de resposta à terapia anti-PD-L1, e a expressão de 

FOXP3 marca a infiltração tumoral de linfócitos Treg, que inibem a ação de linfócitos 

T citotóxicos, os quais são importantes na detecção de células tumorais pelo sistema 

imune. Dessa forma, PD-L1 e FOXP3 estão sendo avaliados como potenciais 

biomarcadores imunes. 

 

1.5 Biomarcador molecular p53  
 

No que diz respeito a previsão de recorrência e progressão tumoral, 

biomarcadores moleculares como Ki-67, FGFR3 e p53 parecem ser promissores. Van 

Rhijn e colaboradores (2010) validaram a utilidade da graduação molecular como um 

fator prognóstico para prever resultados em pacientes com CBNMI. O painel de 

consenso internacional sobre citologia e marcadores de tumor de bexiga avaliou a 

utilidade prognóstica de marcadores moleculares para câncer de bexiga (Habuchi et 

al., 2005). Os marcadores moleculares foram classificados em seis grupos, ou seja, 

marcadores associados a microssatélites (FISH, LOH), proto-oncogenes / oncogenes 

(Her-2 / neu, H-Ras, BCL-2, MDM-2, FGFR-3, C -MYC), genes supressores de tumor 

(p53, Rb), reguladores do ciclo celular (p21, p27, Ki-67, Cyclin-D1, Cyclin-E), fatores 

relacionados à angiogênese (VEGF, COX-2, TSP- 1) e moléculas de adesão à matriz 

extracelular (E-caderina, MMPs, TIMPs, CD44, U-PA). O painel concluiu que, embora 

certos biomarcadores, como Ki-67 e p53, pareçam ser promissores na previsão de 

recorrência e progressão em pacientes com câncer de bexiga, os dados ainda são 

heterogêneos, necessitando de mais estudos (Habuchi et al., 2005).  

Em 1979, quando a proteína p53 foi descoberta, os pesquisadores sugeriram 

que ela era codificada por um oncogene, até que pesquisas realizadas posteriormente 

demonstraram que aquela proteína descoberta era produzida pelo gene P53 mutado 

(Linzer e Levie, 1974). Quando o gene P53 selvagem foi descrito, a função da proteína 

p53 normal foi demonstrada, e os pesquisadores viram que ela era capaz de inibir a 

transformação maligna de células e o crescimento de linhagens defeituosas (Linzer e 

Levie, 1974; Finlay et al., 1989). E, portanto, P53 passou a ser considerado o mais 
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importante gene supressor de tumores, pois cerca de metade das neoplasias malignas 

apresentam mutações nesse gene e consequentemente, na proteína p53 (Hollstein, 

1994; Santos, 2009; Souza et al., 2011).  

O câncer de cólon apresenta a frequência mais alta de alterações e, em relação 

aos cânceres geniturinários, o de próstata e bexiga são os que mais apresentam 

mutações (DeWolf, 1995; Yamaguchi et al., 1997; Lima et al., 2006; Santos, 2009). 

Uma vez ativada, a proteína do p53 poderá realizar as seguintes funções: regulação 

do ciclo celular (Gottliebe, 1996), apoptose (Lowe et al., 1993), senescência celular 

(Tyner et al., 2002), regulação da angiogênese (Bouck, 1996) e ainda interação com 

proteínas virais (Gottliebe e Oren, 1996), produtos de oncogenes (Maheswaean et al., 

1995) e fatores de transcrição (Smith et al., 2003). E assim, evitar que linhagens de 

células cancerígenas se multipliquem.  

Diante da importância da expressão de genes de reparo do DNA, o presente 

estudo também propôs analisar a expressão imuno-histoquímica da proteína p53, 

relacionada ao presente estudo com CBNMI induzido quimicamente e seu 

comportamento após os tratamentos.  

 

1.6 Tratamento Primário do Câncer de Bexiga Urinária Não-Músculo Invasivo – 

Bacillus Calmette-Guerin (BCG) 
 

No início do século XX, foi desenvolvido uma estirpe (ou cepa) atenuada de 

Micobacyerium bovis, denominada Bacilus Calmette-Guérin (BCG) em homenagem a 

seus desenvolvedores, o médico e bacteriologista Charles Albert Calmette, e o 

veterinário e microbiologista Jean-Marie Camille Guérin, a qual revolucionou a 

imunoterapia, e passou a ser usada como arma poderosa contra a Tuberculose. 

Porém, os primeiros resultados sobre a aplicação da BCG na urologia, em especial 

no tratamento de câncer de bexiga urinária, foram publicados apenas em 1997, por 

Morales e colaboradores, no qual descrevia-se sua utilização intravesical (Morales et 

al., 1976).   

Devido ao fácil acesso à bexiga urinária e, consequentemente, acessibilidade 

aos tumores que acometiam esse órgão, a administração local de um medicamento 

tornou-se muito atrativa. Porém, o sucesso da imunoterapia com BCG depende de 
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alguns fatores como habilidade do organismo em desenvolver uma resposta 

imunológica aos antígenos da micobactéria, viabilidade adequada dos bacilos 

instilados, tamanho do tumor e contato direto com as células tumorais, em especial, à 

resistência dos indivíduos aos efeitos sistêmicos adversos causados pela sua 

aplicação (Kresowik e Griffith, 2009). 

O câncer vesical, caracterizado por lesões superficiais (câncer de bexiga não-

músculo invasivo - CBNMI), apresenta elevada taxa de recidiva e progressão após 

ressecção endoscópica (Askeland et al., 2012). Os tumores superficiais são 

classificados em 3 estágios: Tis - carcinoma in situ; Ta - papilífero e T1 – tumor 

confinado a mucosa e submucosa da bexiga, ocorrendo em 10%, 70% e 20%, 

respectivamente (Ro et al., 1992; Epstein et al., 1998). O tratamento primário do 

CBNMI baseia-se no tratamento cirúrgico através da RTU, seguido da imunoterapia 

intravesical com BCG, para diminuição da recidiva e prevenção da progressão tumoral 

(Askeland et al., 2012). Contudo, 20% - 30% desses tumores apresentam progressão 

e 70%, recorrência pós-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 

índices para 30% (Hall et al., 2007; Askeland et al., 2012). Morales e colaboradores 

(1976) foram pioneiros em comprovar o sucesso no tratamento do CBNMI com BCG. 

Desde então, BCG é o tratamento de escolha para o CBNMI de alto risco, sendo 

considerada atualmente a imunoterapia que apresenta melhores resultados, superior, 

inclusive, à quimioterapia intravesical, com relação às taxas de recorrência e 

progressão do tumor (Andreas e Brandau, 2003; Hall et al., 2007; Askeland et al., 

2012). 

A imunoterapia com BCG resulta em resposta imune massiva caracterizada 

pela indução dos receptores do sistema imune, TLRs 2 e 4, com consequente indução 

da expressão de citocinas tanto na urina quanto na bexiga e influxo de células 

inflamatórias na parede vesical (Schamhart et al., 2000; Andreas e Brandau, 2003; 

Garcia et al., 2015; Garcia et al., 2016). Citocinas como TNF-α, fator estimulante de 

colônias de macrófagos (GMCSF), interferon (IFN) e interleucinas (ILs) induzem 

resposta de linfócitos T–helper e das células NK na bexiga (Andreas e Brandau, 2003; 

Garcia et al., 2015; Garcia et al., 2016).  
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De acordo com Schamhart e colaboradores (2000), após a instilação de BCG, 

a parede vesical apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por linfócitos e 

granulócitos com indução de resposta imune de longa duração, a qual pode persistir 

por mais de um ano. Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a 

possível correlação entre expressão de citocinas e resultado da terapia é alvo de 

intensa investigação (Schamhart et al., 2000).  

Ainda, Pook e colaboradores (2002) demonstraram que células tumorais do 

CBNMI que internalizaram BCG apresentaram diminuição celular de espécies reativas 

de oxigênio (EROs). Estes mesmos autores verificaram que a combinação de BCG e 

o antioxidante N-acetilcisteína causou significante redução de EROs e aumento da 

citotoxidade nas células neoplásicas e sugeriram que os efeitos não-imunológicos do 

BCG podem determinar a resposta antitumoral. No entanto, o uso de organismos vivos 

e atenuados pode causar efeitos colaterais e dificuldade em predizer a resposta imune 

e antitumoral. O uso do BCG é limitado no CBNMI devido à falha do tratamento, efeitos 

adversos e intolerância que ocorrem em mais de dois terços dos pacientes (Perabo et 

al., 2005).  

Complicações severas e óbito relacionados ao tratamento foram descritos 

(Berry et al., 1996). Efeitos secundários graves ocorrem em <5% de todos os 

pacientes submetidos à imunoterapia intravesical com BCG (Babjuk et al., 2008). 

Estima-se que aproximadamente 5-10% dos pacientes não conseguem completar o 

tratamento de indução com BCG, acarretando na interrupção do esquema terapêutico 

(Bohle et al. 2003; Ojea et al., 2007). A toxicidade da imunoterapia intravesical com 

BCG pode ser dividida em efeitos colaterais locais e sistêmicos. Os efeitos colaterais 

locais mais comuns incluem disúria (71%), hematúria (29%) e contratura vesical (3%) 

(Hall et al., 2007). Já os efeitos colaterais sistêmicos podem ser divididos em 

infecciosos (cistite bacteriana, epididimite, prostatite, infecções uretrais, sepse) e não-

infecciosos (artralgias, reações cutâneas, anafilaxia), sendo que os sintomas de 

febres e calafrios ocorrem em 30% dos pacientes; epididimite, prostatite e infecções 

uretrais em 4%; sepse em 1%; e artralgias e reações cutâneas em 6% (O'Donnell e 

Bohle, 2006; Hall et al., 2007).  

Apesar disso, até hoje, não há no mercado nenhuma outra terapia mais eficaz 

que o BCG. Desta forma, o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do 
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CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem menores efeitos adversos que as 

terapias clássicas, são muito relevantes.  Nesta linha, há uma intensa busca pelo 

desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do câncer, incluindo o 

CBNMI. Em face do papel estratégico dos imunoterápicos e dos avanços da 

nanotecnologia para produção de novas moléculas com atividade farmacológica, 

destacam-se os compostos que atuam como agonistas dos TLRs, os quais 

representam candidatos promissores contra o câncer. 

 

1.7 Nova Perspectiva Terapêutica para o Câncer de Bexiga Urinária Não-Músculo 

Invasivo: O Modulador de Resposta Biológica – Complexo Fosfato Inorgânico I 

(MRB-CFI-1) - OncoTherad®  
 

Embora o uso da RTU com quimioterapia ou imunoterapia adjuvantes 

represente um importante avanço no tratamento do CBNMI, o manejo deste tumor, 

principalmente para os de alto grau, continua sendo um desafio, devido às altas taxas 

de recorrência e progressão para os fenótipos músculo invasivo e/ ou metastáticos 

(Garcia et al., 2016).  

Diferentes agentes quimioterápicos convencionais como: Gemcitabina, 

Mitomicina, combinação Gemcitabina e Mitomicina, Docetaxel e Valrrubicina têm sido 

utilizados na recorrência do CBNMI após uso da imunoterapia intravesical com BCG 

(Lightfott et al., 2011; Steinberg et al., 2011). A Valrrubicina, um análogo 

semissintético da Doxorrubicina, foi aprovada pelo órgão regulador norte-americano 

FDA (Food and Drug Administration) para uso em casos específicos de tumores pTis 

imunes ao BCG, sendo efetiva em menos de 10% dos pacientes (Steinberg et al., 

2011). Além disso, protocolos baseados nas imunoterapias com interferon-alfa ou 

interferon-alfa associado ao BCG também têm sido utilizados (Lightfott et al., 2011).  

Contudo, nenhum destes esquemas terapêuticos foram superiores ao uso 

isolado do BCG. A opção cirúrgica para tais casos, cistectomia parcial ou total, está 

frequentemente associada às altas taxas de morbidade e mortalidade. Além disso, 

para alguns pacientes, a cistectomia não constitui uma opção disponível devido à 

presença de comorbidades concomitantes. Assim, é de fundamental importância o 

desenvolvimento de novas modalidades terapêuticas que previnam a progressão da 
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doença, permitam a preservação do órgão e a qualidade de vida dos pacientes e, 

finalmente, que forneçam uma opção para aqueles que são inelegíveis à cistectomia. 

Compostos que são capazes de agir como agonistas dos TLRs podem 

representar candidatos promissores a serem desenvolvidos como medicamentos 

contra o câncer. Nesse contexto, destaca-se o uso do agregado polimérico anidrídico 

fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e magnésio (P-MAPA), o qual tem sido proposto 

com resultados promissores no tratamento do CBNMI (Fávaro et al., 2012; Garcia et 

al., 2015; Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016). O P-MAPA é um biopolimero não-

linear, com massa molecular de 320 kDa, produzido por método biotecnológico 

utilizando o fungo Aspergillus oryzae (Nunes e Durán, 2003). Os principais 

componentes da molécula são Mg2+, NH4+, fosfato, ácidos linoleico e palmitoleico e 

proteína. O conteúdo percentual de proteína está ao redor de 0,5%, com massa 

molecular de 10 kDa. Os aminoácidos encontram-se distribuídos em porcentagem da 

seguinte maneira: Asp 7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro 0,5%; Gly 

9,69%; Ala 7,46%; Val 1,0%; Met 4,38%, Isoleu 2,54%, Leu 3,03%, Tyr 0,5%, Phe 

1,0%, His 2,83%; Lys 3,56%, Trp 1,3% e Arg 35,2% (Nunes e Durán, 2003).  

Experimentos in vitro com células HEK293 destacaram que o tratamento 

dessas células com P-MAPA ativou o NF-κB com consequente estimulação dos TLRs 

2 e 4 (Fávaro et al., 2012). Garcia e colaboradores (2016) demonstraram que a 

imunoterapia intravesical com P-MAPA promoveu distinta ativação do sistema imune 

inato mediada por TLRs 2 e 4 em relação ao BCG, resultando no aumento da via de 

sinalização para interferons (TRIF, IRF3, IFN-α e IFN-γ) e aumento dos níveis 

proteicos de p53. Assim, esses mesmos autores concluíram que o P-MAPA atuou 

como agonista dos TLRs 2 e 4 e ativou p53, melhorando o estado imunológico no 

CBNMI. 

Embora o P-MAPA constitua um importante composto para o tratamento do 

CBNMI, os seus processos de obtenção, purificação e caracterização são muito 

complexos e estão associados à um custo elevado. Os produtos derivados de fungos, 

como por exemplo o P-MAPA, são misturas complexas de numerosas entidades 

químicas. A caracterização completa de cada constituinte individual em medicamentos 

provenientes de fungos ou bactérias representa uma tarefa difícil. Assim, mesmo o P-

MAPA apresentando um excelente resultado em CBNMI, sua caracterização química 
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ainda não está completamente definida, o que dificulta o controle de seus lotes de 

produção e a garantia de qualidade. A questão crucial para a aprovação de fármacos 

de origem fungica ou bacteriana é se os futuros lotes comercializados terão o mesmo 

efeito terapêutico que o observado em ensaios pré-clínicos e clínicos. 

Considerando a importância do desenvolvimento de fármacos que possam ser 

administrados por via intravesical e que atuem como agonistas dos TLRs, o laboratório 

de Carcinogênes Urogenital e Imunoterapia (Instituto de Biologia – UNICAMP), 

liderado pelo professor Dr. Wagner José Fávaro, em parceria com o NANOBIOSS 

(Instituto de Química – UNICAMP), liderado pelo Prof. Nelson Duran, desenvolveu um 

composto sintético com propriedades antitumorais e imunológicas muito similares ao 

P-MAPA, denominado MRB-CFI-1 (Modificador de Resposta Biológica – Complexo 

Fosfato Inorgânico 1), que atualmente foi registrado como OncoTherad®.  

O MRB-CFI-1 é um composto nanométrico de magnésio, amônio e fosfato de 

tamanho entre 420-530 nm que possui patente depositada na fase incial nacional do 

PCT (Número: BR 1020170127680) pela agência de inovação INOVA – UNICAMP. 

Foram utilizadas várias proporções dos diferentes componentes do P-MAPA até 

chegar à uma estrutura semelhante na ausência total de proteínas e lipídeos, e com 

partículas em escala nanométrica (Figura 3 – Análise por difração de raios X – XRD). 

Após um estudo exaustivo, foi obtida a melhor proporção para obtenção do fosfato 

cristalizado (sintético), o qual foi denominado de Complexo Fosfato Inorgânico 1 (CFI-

1). Na Figura 3 são observadas algumas diferenças nas fases cristalinas do P-MAPA 

[regiões (002) e (011)] e CFI-1 [(021) e (004)] (Dados não publicados – Fávaro et al.). 
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Figura 3: Análise de XRD: Comparação entre P-MAPA e CFI-1. 

 

Fonte: Laboratório de Carcinogênese Urogenital e Imunoterapia.  

 

Nas análises de termogravimetria (TGA) são encontradas outras diferenças 

entre o PMAPA e o CFI-1 (Figura 4). Nesta análise a perda de água e grupos aminos 

foram rapidamente observados ao redor dos 100°C (40% de perda de massa) no P-

MAPA. Entretanto, no CFI-1 a perda de água foi menor, considerando a mesma 

temperatura de 100°C, uma vez que esse complexo inorgânico não possui grupos 

aminos (10% de perda de massa) (Figura 4). E as análises de calorimetria de 

varredura diferencial (DSC) demonstraram que o ponto de fusão do CFI-1 foi maior 

que o do P-MAPA (Figura 5). 
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Figura 4: Análise de TGA: Comparação entre P-MAPA e CFI-1. 

 

Fonte: Laboratório de Carcinogênese Urogenital e Imunoterapia.  

 

 

Figura 5: Análise de DSC: Comparação entre P-MAPA e CFI-1.

 

Fonte: Laboratório de Carcinogênese Urogenital e Imunoterapia.  
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Após a caracterização da parte inorgânica do composto MRB-CFI-1, foi 

desenvolvida e caracterizada a parte proteica. A parte proteica do MRB-CFI-1 foi 

desenvolvida em função da parte proteica do P-MAPA. A proteína presente no P-

MAPA (0,5%) possui peso molecular de 10-12 kDa, sendo constituída por Arginina 

(35,2%), Serina (7,6%), Treonina (3,6%) e Tirosina (0,5%). A partir dessa composição, 

buscou-se uma proteína extraída de fonte natural animal que tivesse uma distribuição 

de aminoácidos semelhante à do P-MAPA. Após vários experimentos, foi encontrada 

uma proteína que apresentou alto grau de complexação com o CFI-1, com peso 

molecular entre 14-16 kDa e com a seguinte distribuição de aminoácidos: Arginina 

(9%), Serina (8%), Treonina (7%) e Tirosina (2%), sendo denominada de P14-16. 

Embora não seja a mesma proteína presente no P-MAPA, a proteína do MRB-CFI-1 

é muito similar.  

A síntese detalhada do MRB-CFI-1 não pode ser descrita, pois está sob sigilo 

de patente pela INOVA-UNICAMP. Uma possível hipótese do mecanismo de ação 

tanto do P-MAPA como do MRB-CFI-1 em desencadear a estimulação do sistema 

imune é a fosforilação de aminoácidos hidroxilados como serina, treonina e tirosina 

por compostos que apresentam sais de fosfato. As análises dos cristais da proteína 

P14-16 por densidade eletrônica de Fourier demonstraram que o íon magnésio pode 

se complexar facilmente entre os aminoácidos Asp52, Gln57 e Glu35, demonstrando 

um potencial enorme de complexação entre os fosfatos e o magnésio do MRB-CFI-1.  

Ainda, uma outra hipótese do mecanismo de ação do composto MRB-CFI-1 é 

a ativação local do sistema imune no microambiente tumoral. A literatura 

especializada tem demonstrado que a administração intratumoral de determinados 

compostos de fosfatos ativam o sistema imune no microambiente tumoral, levando à 

uma importante regressão tumoral (Shirota et al., 2012; Corrales et al., 2015). Shirota 

e colaboradores (2012) demonstraram que a administração intratumoral de 

oligonucleotídeos CpG reduzem a atividade imunossupressora de células 

supressoras derivadas da linhagem mielóide (MDSC). Além disso, verificaram que as 

MDSC monocíticas do microambiente tumoral expressaram TLR e responderam à 

estimulação de oligonucleotídeos CpG por intermédio da perda de sua capacidade de 

suprimir a função das células T, pela produção de citocinas Th1 e de sua diferenciação 

em macrófagos com capacidade tumoricida, contribuindo para a regressão tumoral. 

Similarmente, Corrales e colaboradores (2015) demonstraram que a administração 
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intratumoral de derivados dinucleotídeos cíclicos sintéticos ativaram o fator 

estimulador do complexo de genes de interferon (STING), induzindo uma significativa 

regressão de tumores estabelecidos em camundongos, bem como promoveram uma 

substancial reposta imune sistêmica que foi capaz de eliminar/ reduzir as metástases 

à distância. 

A fim de caracterizar a estrutura química e os mecanismos antitumorais e 

imunomodulatórios do composto MRB-CFI-1, o presente trabalho foi desenvolvido, 

objetivando posicionar esse composto como uma possível alternativa terapêutica para 

o CBNMI. 

 

1.8 Justificativa 
 

Considerando que o tratamento com BCG apresenta diversos efeitos colaterais 

e falha em grande parte dos casos; associada à necessidade de desenvolvimento de 

fármacos que possam ser administrados por via intravesical e que atuem como 

agonistas dos TLRs, e que principalmente, reduzam as taxas de recorrência, 

progressão tumoral, e tenham impactos positivos na evolução clínica dos pacientes 

com CBNMI; o nosso laboratório – Laboratório de Carcinogênese Urogenital e 

Imunoterapia (LCURGIM), liderado pelo professor Dr. Wagner José Fávaro, em 

parceria com o NANOBIOSS (Instituto de Química – UNICAMP), liderado pelo Prof. 

Dr. Nelson Durán, desenvolveu um composto sintético com propriedades antitumorais 

e imunológicas muito similares ao P-MAPA, denominado MRB-CFI-1 (Modificador de 

Resposta Biológica – Complexo Fosfato Inorgânico-1), o qual foi registrado como 

OncoTherad®.  

Os estudos iniciais do nosso grupo demonstraram que no tratamento in vivo do 

CBNMI com o MRB-CFI-1 houve regressão significativa do tumor, indicando um 

importante efeito antitumoral deste composto envolvendo a via sinalização para 

interferon mediada por TLR4. Assim, a contribuição do presente estudo para o 

desenvolvimento do OncoTherad® (MRB-CFI), além de caracterizá-lo quimicamente, 

é identificar os possíveis mecanismos de ação e seus efeitos biológicos no tratamento 

do câncer de bexiga urinária não-músculo invasivo em camundongos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Identificar os possíveis mecanismos de ação e os efeitos biológicos do MRB-

CFI-1 (OncoTherad®), bem como de seus componentes (CFI-1 e P14-16) no 

tratamento do câncer de bexiga urinária não-músculo invaivo induzido quimicamente, 

comparados ao tratamento com BCG, considerado o padrão ouro para tratamento de 

câncer de bexiga. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

O objetivo geral do estudo será alcançado através dos seguintes objetivos específicos:  

• Caracterizar a histopatologia do CBNMI de camundongos C57BL/6J induzidos 

quimicamente e comparar a progressão tumoral frente ao composto MRB-CFI-

1 e seus constituintes (CFI-1 e proteína P14-16); 

• Caracterizar e comparar os efeitos do composto MRB-CFI-1 e seus 

constituintes (CFI-1 e proteína P14-16) nas vias de sinalização dos TLRs 2 e 4 

(TLR2, TLR4, IKK-α, MyD88, NF-κB, IL-6, TNF-α, TRIF, IRF3, IFN-γ) e p53; 

• Caracterizar e comparar os efeitos do composto MRB-CFI-1 e seus 

constituintes (CFI-1 e proteína P14-16) no sistema RANK/ RANKL e os 

marcadores de Linfócitos Treg PD-L1 e FOXP3, por imunomarcação no CBNMI 

de camundongos induzidos quimicamente;  

• Quantificar por western blotting a expressão de PD1/PDL.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Grupos experimentais: Indução do CBNMI e Tratamento 
 

Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com os 

Princípios Éticos em Pesquisa Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal, de acordo com as Diretrizes da American Psychological 

Association para Conduta Ética no Cuidado e Uso de Animais. Os protocolos do 

estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Estadual de Campinas, 

o protocolo seguiu rigorosamente os princípios éticos em pesquisa animal (CEUA / IB 

/ UNICAMP - protocolo número: 4579-1 / 2017). 

No Centro Multidisciplinar de Investigações Biológicas (CEMIB) da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), foram obtidos 60 camundongos 

C57Bl / 6J fêmeas, com 7 semanas de idade, pesando em média 30 gramas. Os 

animais foram mantidos no biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de 

Biologia da Unicamp, alojados em gaiolas de polietileno com enriquecimento 

ambiental (Figura 6) com a finalidade manter o bem-estar dos animais, em um ciclo 

de claro/escuro (12h/12h), a uma temperatura de 22ºC e com livre acesso a ração e 

água filtrada.  

Figura 6: Camundongos C57Bl/ 6J em caixas de polietileno demonstrando o 
enriquecimento ambiental. 

 

Fonte: arquivo pessoal. 
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 Após o período de adaptação, dez animais foram destinados ao Grupo 

Controle, para comparação da bexiga saudável. Nos demais animais o câncer de 

bexiga foi induzido quimicamente, esses animais receberam 0,10 ml de N-Nitroso-N-

Etilureia (Sigma-Aldrich), dissolvido em DMSO 30% (Sigma-Aldrich); que corresponde 

a 50 mg/ml de N-etil-N-nitrosoureia, por via intravesical a cada duas semanas por 6 

semanas (Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016). Duas semanas após as induções de 

CBNMI, os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em 5 grupos: Câncer (n 

= 10), Câncer + BCG (n = 10), Câncer + OncoTherad® MRB-CFI-1 (n = 10), Câncer-

P14-16 (n = 10) e Câncer-CFI-1 (n = 10). 

Os animais do grupo Câncer e do grupo Controle, foram eutanaziados uma 

semana após a última indução do CBNMI (Figura 7), pois o estudo pretendeu avaliar 

se os tratamentos foram capazes de impedir a progressão tumoral, e para isso foi 

necessário o estadiamento do CBNMI nos animais do grupo Câncer. Já o grupo 

Controle, justifica-se pela necessidade de comparação das bexigas dos grupos 

tratados com uma bexiga saudável.  

 Uma semana após a última indução dos CBNMI, os demais grupos começaram 

a receber o tratamento num esquema semanal (uma vez por semana) durante seis 

semanas, por via intravesical por meio de um angiocateter de calibre de 24 gauge. O 

grupo Câncer + BCG recebeu a dose de 106 CFU (40 mg) de BCG. O grupo Cancer 

+ Oncotherad® (MRB-CFI-1) recebeu 0,10 ml de OncoTherad® (MRB-CFI-1) (dose 

de 20 mg/ml). O grupo Câncer + P14-16 recebeu 0,10 ml de proteína (dose de 20 

mg/ml) e o grupo Câncer + CFI-1 recebeu 0,10 ml de CFI-1 (dose de 20 mg/mL). O 

volume aplicado na bexiga foi de 0,1 ml. O delineamento experimental pode ser 

observado na Figura 7.  

Antes de cada cateterismo intravesical, os animais foram anestesiados com 

cetamina 10% (60 mg / kg, i.p. (intraperitoneal); Ceva Animal Health Ltda, São Paulo, 

Brasil) e xilazina 2% (5 mg / kg, ip; Ceva Animal Health Ltda, São Paulo, Brasil). Os 

animais permaneceram anestesiados por aproximadamente 45 minutos após o 

cateterismo para evitar a micção espontânea. 
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Figura 7: Delineamento experimental. 

 

Fonte: arquivo pessoal. 

 

Os animais foram eutanaziados uma semana após a última dose do tratamento, 

com injeção i.m. (intramuscular) de xilazina e cetamina (5 mg/kg e 80 mg/kg, 

respectivamente). Uma laparotomia mediana foi realizada para expor os órgãos, os 

rins e os ureteres foram observados para detectar alterações macroscópicas. As 

bexigas urinárias de 6 animais de cada grupo foram coletadas e processadas para 

análise histopatológicas e imuno-histoquímica, as demais bexigas (n=4) de cada 

grupo foram congeladas em nitrogênio líquido para análises de Western Blotting.  

 

3.2 Análises Histopatológicas 
 

As amostras de bexigas urinárias coletadas de cada grupo (n = 6), foram 

fixadas em solução de Bouin (ácido pícrico saturado, formaldeído 10% e ácido acético 

glacial). Após 24 horas da fixação, e de acordo com Garcia et al. (2016), as amostras 

foram lavadas em etanol (70%) e desidratadas em uma série crescente de etanol 

(80%, 90% e 100%). Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 

horas e incluídos em polímero plástico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em 
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seguida, as amostras foram cortadas em micrótomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165 

(Slee Mainz, Mainz, Alemanha), com 5 μm de espessura, coradas com hematoxilina-

eosina e fotografadas com fotomicroscópio Leica DM2500 (Leica, Munique, 

Alemanha). Um uropatologista sênior analisou as lesões da bexiga urinária de acordo 

com a Organização Mundial da Saúde da Sociedade Internacional de Patologia 

Urológica (Epistein et al., 1998). 

 

3.3 Análises Imuno-histoquímicas 

 

As mesmas amostras usadas para o estudo histopatológico foram utilizadas 

para as imunomarcações. As amostras foram cortadas em seções de 5 μm de 

espessura e a recuperação do antígeno foi realizada por protocolo padrão. Para o 

bloqueio da peroxidase endógena em solução de bloqueio H2O2 as secções foram 

incubadas a temperatura ambiente, seguindo protocolos padrão. 

 

3.3.1 Via de sinalização dos Receptores Toll-Like (TLR2, TLR4, MyD88, 

IRF-3, IKK-α, NF-kB, TNF-α, TRIF, IFN-γ, IL-6) 

Os anticorpos primários utilizados foram: anti-TLR2 policlonal de coelho 

(BS1019R, Bioss, Massachusetts, EUA; 1: 100), anti-TLR4 monoclonal de 

camundongo (SC293072, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA; 1:75), anti-MyD88 

policlonal de coelho (SC11356, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA; 1:50), anti-

IRF-3 monoclonal de camundongo (SC376455, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

EUA; 1:50), anti-IKK-α policlonal de coelho (SC7218, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, EUA; 1: 100), anti-NFκB policlonal de coelho (ab7970; Abcam, EUA, 1: 300), 

anti-TNF-α policlonal de cabra (SC1350; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA, 

1:75), anti-TRIF policlonal de coelho (SC67061, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

EUA; 1: 150), anti-IFN-γ policlonal de coelho (BS0480R, Bioss, Massachusetts, EUA; 

1:50), anti-IL- policlonal de cabra 6 (SC1265, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA; 

1:75). Os anticorpos foram diluídos em 1% de BSA e aplicados às seções overnight a 

4 °C (Garcia et al., 2016). 

Após lavagem com tampão TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo 
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secundário HRP conjugado do kit Super Sensitive Polymer HRP IHC (BioGenex, 

Netherlads) por 40 minutos. Posteriormente, os cortes foram marcados com 

diaminobenzidina (DAB), e corado com Hematoxilina de Harris. Os cortes foram 

avaliados no fotomicroscópio Leica DM2500 (Leica, Munich, Germany) equipado com 

câmera DFC295 (Leica, Munich, Germany). 

 

3.3.2 RANK/ RANKL, FOXP3, PD-1/PD-L1 e p53 

Durante a realização das análises imuno-histoquímicas, o kit Super Sensitive 

Polymer HRP IHC foi descontinuado, portanto, foi necessária a aquisição de um novo 

Kit, e mudanças de protocolo até então utilizado. Para essas análises, as mesmas 

amostras de bexigas urinárias processadas para histopatologia e imunohistoquímica, 

foram cortadas em um micrótomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz, 

Mainz, Alemanha), com 5 μm de espessura, e a recuperação do antígeno foi realizada 

por protocolo padrão. Em seguida, as seções foram incubadas em 0,3% de H2O2 para 

bloquear a peroxidase endógena e a ligação não específica foi bloqueada pela 

incubação das seções em solução de bloqueio EasyLink One (EP-12-20504, 

EasyPath) em temperatura ambiente. Os anticorpos primários utilizados foram os 

seguintes: anti-RANK monoclonal de camundongo (SC374360, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, USA, 1:50); anti-RANKL monoclonal de camundongo 

(SC52950, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA, 1:50); anti-PD-1/PD-L1 

monoclonal de coelho (SC51802L, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA, 1:50); anti-

FOXP3 monoclonal de coelho (BS-0269R, Bioss, Massachusetts, USA, 1:200); anti-

p53 monoclonal de camundongo (GTX7021, GeneTex, Califórnia, EUA, 1:500). 

Os anticorpos foram diluídos em soro de cabra a 1% e aplicados aos cortes 

overnight a 4ºC. Os anticorpos ligados foram detectados com um kit Polymer HRP IHC 

EasyLink One (EP-12-20504, EasyPath) de acordo com as instruções do fabricante e 

posteriormente, os cortes foram revelados com diaminobenzidina (DAB) e corados 

com Hematoxilina de Harris. Os cortes foram avaliados no fotomicroscópio Leica 

DM2500 (Leica, Munich, Germany) equipado com câmera DFC295 (Leica, Munich, 

Germany). 
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3.3.3 Análise da Intensidade de Imunorreatividade 

A intensidade da imunorreatividade do antígeno foi examinada usando 

fotomicroscópio Leica DM2500 (Leica, Munique, Alemanha) equipado com uma 

câmera DFC295 (Leica, Munique, Alemanha), e cinco campos para cada animal, por 

anticorpo, foram capturados usando aumento de 400x. A porcentagem de células 

uroteliais positivas para a bexiga urinária para cada anticorpo foi calculada usando o 

IHC profile (software ImageJ 6.0). A intensidade foi categorizada em uma escala de 

0-3 e classificada como 0 (ausência de imunorreatividade): 0% células uroteliais 

positivas; 1 (imunorreatividade fraca): 1-35% de células uroteliais positivas; 2 

(imunorreatividade moderada): 36-70% de células uroteliais positivas; 3 

(imunorreatividade intensa): > 70% de células uroteliais positivas (Garcia et al., 2015; 

Stopglia et al., 2015). 

 

3.4 Proporção de Núcleos p53 positivos e Cálculo da Intensidade da 

imunorreatividade 
 

Os núcleos p53 positivos foram contados em aumento de 100x e porcentagem 

de células positivas foi determinada dividindo-se o número de células positivas pelo 

número total de células encontradas nos campos microscópicos. 

Para avaliar a intensidade das imunorreações dos antígenos nas células 

uroteliais da bexiga urinária foram selecionados cinco campos com aumento de 100x 

(com óleo de imersão) para cada animal e cada anticorpo. Os resultados das 

imunomarcações foram analisados utilizando o software Image J 

(https://imagej.nih.gov/ij/) em Análise de Perfil Macro a partir da seleção do urotélio e 

quantificação das células uroteliais positivas (adaptado de Dias et al., 2018).  

Os dados quantitativos foram avaliados de duas maneiras: Imunorreatividade 

Total e Intensidade da Imunorreatividade. A imunorreatividade total foi obtida como o 

resultado da porcentagem de células uroteliais negativas para determinado anticorpo 

subtraídas de 100%, ou seja, os valores representam o total de células uroteliais no 

campo que apresentaram imunorreação para o anticorpo avaliado. A análise da 

Intensidade da Imunorreatividade foi realizada a partir da categorização da 
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imunorreação ocorrente nas células uroteliais por critério de intensidade. As 

categorias definidas no software Image J foram: ausente (Negative), fraca (Low 

Positive), moderada (Positive) e forte (High Positive). Os valores obtidos nas 

diferentes categorias de intensidade foram representados em gráficos de colunas e 

equivalem a porcentagem de células uroteliais no campo que apresentou marcação 

em cada nível (ausente, fraca, moderada ou forte) para determinado anticorpo 

 

3.5 Western Blotting: PD-1/PD-L1  

 

Amostras da bexiga urinária de 4 animais de cada grupo experimental foram 

coletadas, congeladas em nitrogênio líquido e, posteriormente, submetidas às 

análises de Western Blotting. A bexiga urinária foi homogeneizada em RIPA Lysis 

Buffer (Merck Millipore, Massachusetts, EUA), contendo Triton-x-1% e inibidor de 

protease cocktail 10 µl / ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os extratos da bexiga 

urinária foram obtidos por centrifugação por 10 minutos a 14.000 rpm a 4ºC.  

A determinação da concentração de proteína foi realizada pelo método de 

Bradford e analisada por ELISA (Multiskan FC Photometer, Standard; Thermo Fisher 

Scientific, EUA). Os 50 microgramas correspondentes de proteína foram aplicados ao 

gel de SDS-poliacrilamida. Após a eletroforese, o material foi transferido eletricamente 

para membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com RAPID 

Block Solution (GE Healthcare Life Science, Estados Unidos) diluída em TBS-T por 

dez minutos e incubadas overnight com anticorpo primário (mouse monoclonal anti-

PD-1 / PD-L1 SC51802L; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA; diluição: 1: 1.200). 

Após lavagem com tampão TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com 

o anticorpo secundário (anti-mouse IgG A2304, 1:10.000, Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA; anti-rabbit IgG AP132P, 1:5.000, Millipore, Massachusetts, EUA) diluídos 

em BSA a 1%. Após nova série de lavagens com TBS-T, a atividade da peroxidase foi 

revelada com o cromógeno diaminobenzidina (DAB). O anticorpo mouse monoclonal 

anti- β-actina (SC47778, 1: 750; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) foi usado 

como um controle endógeno.  

A intensidade da marcação obtida nas diferentes situações foi determinada por 

densitometria usando o programa de análise de imagem NIH ImageJ 6.0 (National 
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Institute of Health, EUA. Disponível em: http://rsb.info.nih.gov/ij/) (Garcia et al., 2016). 

 

3.6 Análises Estatísticas  

 

O Teste de Proporções (Teste do Qui-quadrado) foi aplicado para análises 

histopatológicas com dados qualitativos. Para as análises Imuno-histoquímicas e de 

Western Blotting, foi calculada a média de imunorreatividade ou intensidade de cada 

grupo e os dados foram avaliados por meio de análise de variância (ANOVA), 

complementada pelo teste de Tukey quando apresentassem normalidade. Na 

ausência de normalidade, foi realizado o teste de variância não paramétrica de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Student-Newman-Keuls. As imunorreatividades 

por categoria de intensidade de marcação foram representadas em gráficos de 

colunas e os dados foram avaliados através da análise de variância (ANOVA Two 

Way), complementada pelo teste de Tukey para cada nível de imunorreação (ausente, 

fraco, moderado ou forte). Os softwares GraphPad Prism, versão 7.00 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, Califórnia, EUA) e BioEstat 5.0 (Mamirauá Civil Society / 

CNPq, Belém, PA, Brasil) foram utilizados para realizar as análises e confecção dos 

gráficos. A significância estatística estabelecida foi de 5% (p <0,05) para todos os 

testes aplicados. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Tratamento com OncoTherad® recuperou os aspectos macroscópicos das 

bexigas urinárias  
 

Durante a eutanásia dos animais, foi realizada a observação macroscópica da 

estrutura e integridade dos órgãos do aparelho urinário (bexiga, rins e ureteres). Os 

resultados são apresentados na Tabela 2 e as bexigas representativas de cada grupo 

podem ser observadas na Figura 8. 

As bexigas dos animais do grupo Controle não demonstraram alterações 

estruturais aparentes, como esperado, as paredes das bexigas apresentam-se finas, 

translúcidas e com vascularização normal, sem presença de lesões (Figura 8-A). Os 

rins demonstraram consistência compacta e dura, de cor avermelhada, sem nenhuma 

alteração macroscópica, assim como os ureteres (Tabela 2).  

Em contrapartida, os animais do grupo Câncer apresentaram diversas 

alterações no trato urinário, como espessamento em todas as bexigas (70% leve e 

30% intenso), bem como aumento da vascularização em 50% dos casos, a presença 

de lesões vegetantes foi observada em 80% das bexigas (Tabela 2, Figura 8-B). A 

maioria dos animais do grupo Câncer apresentarem hidroureter uni ou bilateral, foi 

observado nesse grupo lesão renal em um dos animais, caracterizada pela presença 

de um nódulo esbranquiçado (Tabela 2).  

Alguns animais tratados com OncoTherad® apresentaram leve espessamento 

da bexiga (60% dos casos) e apenas um animal apresentou lesão aparente (10%), a 

vascularização da bexiga foi considerada normal na maioria dos casos, porém, 30% 

das bexigas analisadas apresentaram a vascularização um pouco aumentada, 

contudo alguns animais exibiram bexigas urinárias com aspecto macroscópico normal 

igual às do grupo Controle (Tabela 2, Figura 8-C). Discreto hidroureter uni ou bilateral 

também foi observado nesse grupo, e nenhum animal apresentou lesões aparentes 

nos rins, os quais demonstraram aspecto macroscópico normal.  

Os animais tratados com P14-16 também não apresentaram lesões 

macroscópicas nos rins, porém a presença de hidroureter bilateral predominou nesse 
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grupo. As bexigas urinárias apresentaram espessamento leve em 50% dos animais 

desse grupo, e 20% apresentaram lesões vegetantes, porém a vascularização de 80% 

das bexigas exibiu aspecto normal (Tabela 2, Figura 8-D). 

No grupo Câncer + CFI-1 a maioria das bexigas apresentaram-se espessadas 

(50% leve e 30% intensa), porém em sua maioria com vascularização normal (70%) 

(Figura 8-E) e apenas 10% com lesão vegetante aparente. Hidroureter unilateral foi 

observado na maioria dos animais desse grupo, porém, nenhum rim apresentou 

lesões aparentes (Tabela 2).  

Curiosamente, no grupo tratado com BCG a maioria das bexigas apresentaram 

intenso espessamento, e acentuada vascularização, porém sem nenhuma lesão 

aparente (Figura 8-F). Hidroureter bilateral foi observado em 80% dos animais desse 

grupo, e nenhuma lesão renal aparente foi observada (Tabela 2).  
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Tabela 2: Aspectos macroscópicos das bexigas urinárias e a incidência nos diferentes grupos experimentais. 

 Grupos experimentais (n=10 animais/grupo) 

Aspectos Macroscópicos Controle Câncer 
Câncer + 

OncoTherad® 
MRB-CFI-1 

Câncer + 
P14-16 

Câncer + 
CFI-1 

Câncer + 
BCG 

Espessamento da bexiga:       
   Ausente 10/10 0 3/10 2/10 2/10 1/10 
   Leve 0 7/10 6/10 5/10 3/10 2/10 
   Intenso 0 3/10 1/10 3/10 5/10 7/10 
Lesão aparente na bexiga:       
   Ausente 10/10 2/10 9/10 8/10 9/10 10/10 
   Presente 0 8/10 1/10 2/10 1/10 0 
Vascularização da bexiga:       
   Normal 10/10 5/10 7/10 8/10 7/10 2/10 
   Acentuada 0 5/10 3/10 2/10 3/10 8/10 
Ureteres:       
   Normais 10/10 3/10 4/10 2/10 3/10 2/10 
   Hidroureter unilateral 0 3/10 3/10 3/10 6/10 2/10 
   Hidroureter bilateral 0 4/10 3/10 5/10 1/10 8/10 
Rins       
Sem lesão 10/10 9/10 10/10 10/10 10/10 10/10 
Com lesão 0 1/10 0 0 0 0 

Incidência = número de animais que apresentaram determinada característica/ número total de animais do grupo experimental. 
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Figura 8: Fotografias das Bexigas Urinárias representativas dos diferentes grupos 
experimentais. 

 

Imagens representativas dos grupos experimentais: (A): Controle, exibindo bexiga saudável, com 
parede fina, semi-translúcida e vascularização normal; (B): Câncer: destacando vários pontos de 
espessamento (→) e vascularização normal; (C): Câncer+OncoTherad® - MRB-CFI-1, mostrando uma 
bexiga levemente espessada e e de vascularização normal; (D): Câncer+P14-16: bexiga espessada 
(→), altamente vascularizada (seta larga) e destacando a presença de lesões (círculos); (E): 
Câncer+CFI-1, bexiga com discretos pontos de espessamento (→) e vascularização aumentada em 
alguns pontos (seta larga); (F) Câncer+BCG: bexiga altamente espessada (→) com discreta 
vascularização (seta larga). As fotografias foram capturadas com Lupa (Leica - Munich, German). 
Aumento de 3,5X.  

 

4.2 O tratamento com OncoTherad® (MRB-CFI-1) inibiu a progressão tumoral 

em camundongos com CBNMI induzido quimicamente 

 

O trato urinário dos camundongos do grupo Controle não apresentou alterações 
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histológicas. O urotélio normal consistia em duas ou três camadas de células: camada 

de células basais, apoiadas na membrana basal; camada de células intermediárias e 

uma camada superficial ou apical, que consiste em células guarda-chuva (Figura 9-

A, Tabela 3). O trato urinário do grupo câncer apresentou severas alterações 

histopatológicas, como carcinoma urotelial invasivo (pT1) e carcinoma in situ (pTis) 

em 16,7% e 83,3% dos animais, respectivamente (Figura 9-D e 9-F; Tabela 3). 

Pequenos grupos de células neoplásicas ou cordões de células que invadem a 

mucosa conjuntiva, figuras mitóticas frequentes e células pleomórficas com núcleos 

estendidos e diferenciação escamosa focal ilustram o carcinoma pT1 (Figura 9-F). O 

carcinoma pTis foi caracterizado pela proliferação de células uroteliais em um urotélio 

plano, células com atipia, como núcleos gigantes, redução do citoplasma e múltiplos 

e protuberantes nucléolos (Figura 9-D). 

Ao contrário, o grupo tratado com OncoTherad® (MRB-CFI-1) apresentou 

100% de regressão tumoral, o que é um ótimo prognóstico. Bexiga e trato urinário 

normal foram visualizados em 50% dos animais, hiperplasia plana em 16,7% e 

neoplasia intraurotelial de baixo grau em 33,3%, que não se caracterizam como lesões 

malignas (Figura 9, Tabela 3). A hiperplasia plana foi caracterizada pelo 

espessamento do urotélio e pela inexistência de atipias citológicas (Figura 9B). A 

presença mínima de atipia, com aumento da proliferação celular e espessamento do 

urotélio (Figura 9C), caracterizou a neoplasia intraurotelial de baixo grau. 

Os animais tratados com P14-16 apresentaram 50% de regressão tumoral, 

assim como CFI-1 (Tabela 3). O tratamento com BCG apresentou regressão de 66,7% 

conforme mostram os dados na Tabela 3. O carcinoma urotelial papilar (pTa) foi 

identificado em 16,7% dos animais tratados com P14-16 e pode ser descrito por lesões 

papilares ou não papilares, um arranjo desordenado de células uroteliais e perda de 

polaridade, núcleos pleomórficos e hipercromáticos e nucléolos protuberantes, 

conforme mostrado na Figura 9-E, na qual está representada uma lesão papilífera 

invertida, muito comum em camundongos.
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Figura 9: Histopatologia representativa das bexigas urinárias de camundongos dos diferentes grupos experimentais. 

 

Figuras mostram as secções histológicas das bexigas urinárias dos camundongos dos diferentes grupos experimentais. Os cortes foram corados com 
Hematoxilina-Eosina. (A): Grupo Controle: urotélio normal composto de 2-3 camadas, (←) vaso sanguíneo, tecido conjuntivo. (B): Grupo Câncer + BCG: 
Hiperplasia plana, evidenciando espessamento do urotélio e ausência de atipia citológica. (C) Grupo Câncer + OncoTherad®: Neoplasia Intraurotelial de Baixo 
Grau, caracterizada pela presença mínima de atipia celular. (D) Grupo Câncer + CFI-1: Neoplasia Intraurotelial de Alto Grau - Carcinoma in situ (pTis), 
mostrando proliferação desordenada de células uroteliais em um urotélio plano. (E) Grupo Câncer + P14-16: Carcinoma Papilar Urotelial (pTa), apresentando 
lesões papilares, desordem de células uroteliais e perda de polaridade, núcleos hipercromáticos e pleomórficos. (F) Grupo Câncer: Carcinoma Urotelial Invasivo 
(pT1), apontando pequenos grupos ou cordões invadindo a mucosa conjuntiva e (←) células pleomórficas com núcleos aumentados e diferenciação escamosa 
focal. (Ur): urotélio. (CT): tecido conjuntivo. (M): tecido muscular. Barra de escala = 50 µm. 
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Tabela 3: Porcentagem das alterações histológicas nas bexigas urinárias dos diferentes grupos experimentais e Inibição da 
Progressão Tumoral (%). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taxa de inibição (%) obtida nos diferentes tratamentos. 

* Significância estatística em comparação ao Grupo Câncer (p <0,05). # Significância estatística dos grupos Câncer e Câncer+ OncoTherad® (p <0,05). Inibição 

da progressão do tumor: Porcentagem de animais que não apresentavam lesões malignas em comparação com o grupo Câncer. Na mesma linha, valores 

seguidos de letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p <0,05). Teste Qui-quadrado (Teste Z de Proporção). Lesões benignas: 

hiperplasia plana. Lesões Pré-Malignas: Neoplasia Intraurotelial de Baixo Grau. Lesões malignas: pTis, pTa e pT1. 

 

 Grupos Experimentais (n=6) 

Histopatologia Controle  Câncer  
Câncer +  

OncoTherad ® 
(MRB-CFI-1) 

Câncer +  

P14-16 

Câncer +  

CFI-1 

Câncer + 

BCG 

Normal 6 (100%)* - 3 (50,0%) * 1 (16,7%) # 3 (50,0%) # - 

Hiperplasia Plana - - 1 (16,7%) * 1 (16,7%) # - 4 (66,7%) * 

Neoplasia Intraurotelial 
de Baixo Brau 

- - 2 (33,3%) * 1 (16,7%) # - - 

Neoplasia Intraurotelial 
de Alto Grau – 

Carcinoma in situ (pTis) 
- 5 (83,3%) - 1 (16,7%)  3 (50,0%)  2 (33,3%) 

Carcinoma Urotelial 
Papilífero (pTa) 

- - - 1 (16,7%)  - - 

Carcinoma Urotelial 
Invasivo (pT1) 

- 1 (16,7%) - 1 (16,7%)  - - 

Inibição da 
Progressão Tumoral  

- 0% a 100% b 50% c 50% c 66,7% bc 
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4.3 OncoTherad® promoveu distinta ativação da via de receptores Toll-Like 

através do aumento da imunorreatividade da via-canônica e não-canônica 
 

Embora não tenha havido diferença estatística (p>0,05), em números 

absolutos, os maiores níveis de proteína TLR2 foram detectados nos grupos 

OncoTherad® (MRB-CFI-1), P14-16 e BCG, apresentando padrão de expressão de 

TLR2 semelhante ao grupo Controle. Em contraste, em animais com CBNMI induzido 

quimicamente, a imunorreatividade de TLR2 foi menor após o tratamento com CFI-1 

comparado ao tratamento com OncoTherad® (MRB-CFI-1). Os dados estão 

representados na Tabela 4 e podem ser confirmados na Figura 10-A. 

A imunorreatividade do MyD88 foi classificada como moderada no grupo 

Câncer + CFI-1 e Câncer + BCG em comparação ao grupo Controle, que apresentou 

intensa imunorreatividade para essa proteína. Dessa forma, foi possível observar que 

os animais tratados com BCG e CFI-1 apresentaram redução significativa da 

expressão dessa proteína em relação ao grupo Controle (p<0,05) (Tabela 4, Figura 

10-B). Por outro lado, os animais tratados com OncoTherad® (MRB-CFI-1) e P14-16 

apresentaram níveis dessa proteína iguais (p>0,05) ao grupo Controle. 

Em animais com câncer tratados com BCG, o tratamento promoveu uma 

regulação positiva (up-regulation) nos níveis da proteína IKK-α em comparação com 

o tratamento com OncoTherad® (MRB-CFI-1) ou CFI-1 (Tabela 4, Figura 10-C). 

Porém, comparando o tratamento P14-16 com OncoTherad® (MRB-CFI-1), a 

imunorreatividade desse receptor foi maior no grupo que foi tratado apenas com o 

composto proteico (P14-16). 

O grupo tratado com P14-16 apresentou intensa imunorreatividade para NFκB 

no citoplasma das células uroteliais, em comparação aos demais grupos, que exibiram 

níveis moderados de proteína (Tabela 4 e Figura 10-D). O tratamento com P14-16 

promoveu uma regulação positiva de NFκB em comparação com o tratamento com 

CFI-1 ou BCG (p<0,05). Em contraste, o tratamento com OncoTherad® (MRB-CFI-1) 

aumentou a expressão de NFkB quando comparado aos grupos Controle e Câncer, 

assim como os animais tratados com CFI-1 (p<0,05). 

Todos os grupos apresentaram imunorreatividade moderada para IL-6 (Tabela 

4, Figura 10-E). No entanto, os tratamentos P14-16 e BCG promoveram maior 
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expressão de IL-6 (p<0,05). No entanto, não houve diferenças significativas após o 

tratamento com CFI-1 em comparação ao OncoTherad® (MRB-CFI-1). 

Os níveis da proteína TNF-α foram expressivamente maiores nos grupos 

Câncer, Câncer + OncoTherad® (MRB-CFI-1) e Câncer + BCG em relação a todos os 

outros grupos experimentais, apresentando intensa imunorreatividade do urotélio. No 

entanto, esses níveis foram moderados nos grupos Controle, Câncer, Câncer + P14-

16 e grupo Câncer + CFI-1 (Tabela 4, Figura 10-F). Por outro lado, em animais com 

CBNMI, os tratamentos com BCG e com OncoTherad® (MRB-CFI-1) aumentaram os 

níveis da proteína TNF-α, em comparação ao grupo Controle e ao grupo Câncer + 

CFI-1 (p<0,01). 

Embora não tenha havido diferença estatística (p>0,05), em números absolutos 

os níveis da proteína TLR4 foram maiores nos grupos Controle e Câncer + 

OncoTherad® (MRB-CFI-1) em relação aos demais grupos, que apresentaram 

padrões moderados de imunorreatividade. Os grupos Controle e Câncer + 

OncoTherad® (MRB-CFI-1) apresentaram intensa imunorreatividade no urotélio 

(Tabela 4, Figura 11-A). Porém, após o tratamento com CFI-1, a expressão de TLR4 

diminuiu em relação ao grupo Controle. Portanto, todos os outros tratamentos 

apresentaram padrões de expressão de TLR4 semelhantes (p>0,05) em comparação 

com animais saudáveis  (grupo Controle). 

Um nível mais alto de proteína TRIF foi encontrado nos grupos Controle e 

Câncer + OncoTherad® (MRB-CFI-1). Esses grupos apresentaram intensa 

imunorreatividade dessa proteína, em relação aos demais grupos, que apresentaram 

moderada imunorreatividade (Figura 11-B). Camundongos tratados com CFI-1 e 

Oncotherad® mostraram elevada imunorreatividade de TRIF (p<0,05) em 

comparação aos camundongos tratados com BCG (Tabela 4). 

Os níveis mais elevados de proteína IRF-3 foram exibidos no grupo Câncer + 

BCG, em comparação a todos os outros grupos, que apresentaram imunorreatividade 

moderada dessa proteína no urotélio. Oncotherad® (MRB-CFI-1), BCG e P14-16 

promoveram aumento da imunorreatividade de IRF3 em relação ao Grupo Controle 

(p<0,01). Os dados estão tabelados (Tabela 4) e podem ser confirmados na Figura 

11-C. 
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Comparando os níveis de IFN-γ, os grupos apresentaram imunorreatividade 

moderada ao urotélio, exceto os grupos Câncer + OncoTherad® (MRB-CFI-1) e 

Câncer + P14-16, que mostraram intensa imunorreatividade do urotélio para essa 

proteína (Tabela 4, Figura 11-D) em comparação com o grupo Controle (p <0,01). No 

entanto, P14-16 promoveu maior expressão de IFN-γ em relação ao tratamento com 

CFI-1 (p<0,01), assim como em relação aos animais do grupo Câncer (p <0,05) e 

animais saudáveis (Grupo Controle, p<0,01). O tratamento com OncoTherad® (MRB-

CFI-1) não apresentou diferenças significativas em comparação ao tratamento com 

P14-16.
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Tabela 4: Médias da intensidade de imunorreatividade para os diferentes antígenos na bexiga urinária de camundongo C57BL / 6J 
dos diferentes grupos de tratamento. 

 

  Grupos (n=6)   

Antígenos Controle Câncer 
Câncer + 

OncoTherad® 
MRB-CFI-1  

Câncer +  
P14-16 

Câncer +  
CFI-1 

Câncer + BCG 

TLR-2 
 

3 (75,8%) a 2 (66,3%) a 3 (76,5%) a 3 (71,4%) a 2 (62,5%) a 3 (71,7%) a 

MyD88 
 

3 (73,9%) a 2 (66,4%) ab 2 (60,6%) ab 3 (71,4%) ac 2 (55,2%) b 2 (56,7%) bc 

IKK-α 
 

3 (75,4%) a 2 (68,8%) ab 2 (55,5%) b 3 (76,5%) a 2 (60,9%) bc 3 (73,8%) ac 

NFκ-B 
 

2 (49,1%) a 2 (63,0%) ab 2 (66,7%) b 3 (72,6%) b 2 (48,3%) a 3 (64,4%) b 

IL-6 
 

2 (63,2%) ac 2 (64,6%) a 2 (49,9%) bc 2 (64,7%) a 2 (50,8%) b 2 (65,4%) a 

TNF-α 
 

2 (52,1%) a 3 (73,5%) bc 3 (76,1%) bc 2 (69,7%) c 2 (56,6%) a 3 (80,6%) b 

TLR-4 
 

3 (74,7%) a 2 (64,4%) a 3 (71,1%) a 2 (59,9%) a 2 (61,5%) a 2 (69,8%) a 

TRIF 
 

3 (83,9%) a 2 (62,4%) bc 3 (71,4%) ac 2 (56,5%) bc 2 (67,3%) ac 2 (49,4%) b 

IRF-3 
 

2 (49,0)% a 2 (66,7%) ab 3 (71,3%) b 3 (72,5%) b 3 (55,2%) ab 2 (73,0%) b 

IFN-γ 
 

2 (50,2%) a 2 (63,7%) ab 3 (74,7%) bc 3 (83,1%) c 2 (60,2%) ab 2 (66,4%) ac 

Os valores correspondem a intensidade da imunomarcação por proteína por grupo (1 = fraca, 2 = moderada, 3 = intensa). Os valores entre parênteses são 

equivalentes à porcentagem média de células uroteliais positivas por grupo (n = 5 secções / animal / grupo). MyD88, TRIF, IRF-3, IFN-γ: ANOVA, Teste de 

Tukey. TLR-2, IKK-α, NFκ-B, IL-6, TNF-α, TLR-4: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes 

indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p <0,05).
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Figura 10: Imunomarcação comparando a Via TLR2 (via canônica) entre os 
diferentes grupos. 

 

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades das diferentes proteínas da via TLR2 comparando 
grupos experimentais: grupos Controle, Câncer, Câncer + OncoTherad® (MRB-CFI-1), Câncer + P14-
16, Câncer + CFI-1 e Câncer + BCG. (A): TLR2; (B): MyD88; (C): IKKα; (D): NFκB; (E): IL-6; (F): TNF-
α. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 11: Imunomarcação comparando a Via TLR4 (via não-canônica) entre os 
diferentes grupos. 

  

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades comparando grupos experimentais: grupos 
Controle, Câncer, OncoTherad® (MRB-CFI-1), Câncer + P14-16, Câncer + CFI-1 e Câncer + BCG. (A): 
TLR4; (B): TRIF; (C): IRF-3; (D): IFNγ. Barra de escala: 50 µm. 
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4.4 O tratamento com OncoTherad® promoveu uma diminuição na 

imunorreatividade de RANK, do checkpoint PD-1/PD-L1 e de FOXP3  
 

Os animais do grupo Câncer apresentaram maior imunorreatividade da 

proteína RANK em comparação ao grupo Controle (p<0,05). Níveis moderados de 

proteína RANK foram encontrados no grupo Câncer, que apresentaram 50,4% de 

células marcadas. Uma porcentagem semelhante de células positivas (55,5%) foi 

encontrada após o tratamento com a proteína P14-16 (Tabela 5). Embora os 

resultados não tenham sido estatisticamente significativos, em animais com CBNMI 

induzido quimicamente, após o tratamento com BCG e CFI-1, a expressão de RANK 

diminuiu em comparação ao grupo Câncer (Tabela 5).  

Após o tratamento com OncoTherad®, a expressão da proteína RANK 

apresentou imunorreatividade fraca significativa (17,7%), semelhante aos valores 

expressos em animais saudáveis  (grupo Controle). A expressão reduzida após o 

tratamento com OncoTherad® foi estatisticamente significativa em comparação ao 

tratamento com P14-16 (p<0,01), BCG (p<0,01) e Câncer (p<0,01). Os resultados 

podem ser confirmados na Tabela 5 e na Figura 12.  

A expressão de RANKL foi moderada em todos os grupos. Embora os 

resultados não sejam estatisticamente significativos, uma diminuição na 

imunorreatividade desta proteína, em valores absolutos, pode ser observada após o 

tratamento com P14-16 em comparação com os outros grupos. A porcentagem de 

células RANKL positivas foi menor após o tratamento com OncoTherad® (48,8%), em 

comparação com o grupo Câncer (Tabela 5, Figura 12). Os animais tratados com 

BCG apresentaram imunorreatividade moderada para essa proteína, igual ao grupo 

Controle. 

Os níveis moderados de proteína FOXP3 foram encontrados em todos os 

grupos. Foi observado um aumento na imunorreatividade de FOXP3 em animais com 

CBNMI (grupo Câncer) em comparação com animais saudáveis (Grupo Controle), 

embora não estatisticamente significativo. No entanto, os animais tratados com 

OncoTherad® mostraram imunorreatividade reduzida para essa proteína em 

comparação com o grupo com Câncer. Já os animais tratados com CFI-1 e BCG 
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apresentaram imunorreatividade para FOXP3 muito semelhante aos animais do grupo 

Controle, conforme dados da Tabela 5, e imunomarcações na Figura 12. 

A imunorreatividade de PD-1 / PD-L1 foi maior no grupo Câncer (62,3%) em 

comparação ao grupo controle, como esperado. Os animais tratados com 

OncoTherad® apresentaram menores valores de imunorreatividade dessa proteína e 

fraca intensidade, em comparação ao grupo Câncer (p<0,01), e aos tratamentos com 

P14-16 (p<0,01) e CFI-1 (p<0,01). Os grupos tratados com P14-16 e CFI-1 

apresentaram imunorreatividade e intensidade semelhantes para essa proteína 

(Tabela 5, Figura 12), confirmando que o efeito combinado desses compostos, ao 

formar o Oncotherad®, é promissor. 
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Tabela 5: Média da intensidade de imunomarcação para os diferentes antígenos (RANK, RANKL, FOXP3 e PD-1/PD-L1) 
comparando os diferentes grupos de tratamento. 

 

  Grupos (n=6)   

Antígenos Controle Câncer 
Câncer + 

OncoTherad® (MRB-
CFI-1) 

Câncer + P14-16 Câncer + CFI-1 
Câncer + 

BCG 

RANK 
 

 1 (29,6%)ac 2 (50,4%)ab 1 (17,7%)c 2 (55,5%)b 2 (40,4%)bc 2 (48,1%)ab 

RANKL 
 

 2 (50,2%)a 2 (51,1%)a 2 (48,8%)a 2 (44,8%)a 2 (54,3%)a 2 (50,7%)a 

FOXP3 
 

2 (58,2%)a 2 (67,4 %)a 2 (52,3%)a 2 (56,6%)a 2 (57,3%)a 2 (51,2%)a 

PD-1/ PD-L1 
 

1 (22,1%)ac 2 (62,3%)b 1 (25,2%)c 2 (53,3%)b 2 (53,4%)b 2 (41,8%)bc 

 

Os valores correspondem a intensidade da imunorreatividade por proteína por grupo (1 = fraca, 2 = moderada, 3 = intensa). Os valores entre parênteses são 

equivalentes à média da porcentagem de células uroteliais positivas por grupo. ANOVA seguida pelo Teste de Tukey foi aplicada para RANK e PD-1 / PD-L1; 

e ANOVA Kruskal-Wallis para RANKL e FOXP3. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p 

<0,05). 
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Figura 12: Imunomarcação das proteínas RANK/ RANKL, FOXP3 e PD-1/PD-L1 nos 
diferentes grupos de tratamento. 

 

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades comparando os grupos de tratamento Controle, 
Câncer, Câncer_OncoTherad®, Câncer+P14-16, Câncer+CFI-1 e Câncer+BCG. (A): RANK; (B): 
RANKL; (C): FOXP3; (D): PD-1 / PD-L1. Barra de escala: 50 µm.  

 

4.5 Os resultados de Western Blotting confirmam que o OncoTherad® é uma 

imunoterapia que modula o checkpoint imunológico PD-1/ PD-L1  

 

Os resultados de Western Blotting confirmaram os resultados de imunohistoquímica 

para o checkpoint imunológico PD-1 / PD-L1 (Figura 13). 
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Figura 13: Análise de Western Blotting de PD-1/PD-L1 da bexiga urinária dos 
camundongos dos diferentes grupos de tratamento. 

 

Perfil de proteína representativo de cada grupo. O gráfico caracteriza a expressão relativa da densidade 
óptica integrada para a proteína, normalizada pela β-actina, e mostra a distribuição numérica dos dados 
e assimetria por meio da exibição dos quartis e médias dos dados. ANOVA Kruskal-Wallis seguida por 
Student-Newman Keuls. (*) indica diferenças estatísticas significativas (p<0,05) em comparação com 
Câncer e BCG. 

 

A expressão de PD-1 / PD-L1 foi intensa no grupo Câncer em comparação ao 

grupo Controle (p = 0,006). Após terapia com o imunomodulador OncoTherad®, esse 

checkpoint foi modulado e apresentou expressão fraca em comparação com Câncer 

(p = 0,02) e BCG (p = 0,0069). Curiosamente, após o tratamento com CFI-1 (a parte 

inorgânica do Oncotherad®), a expressão de PD-1 / PD-L1 também foi fraca, em 

comparação com Câncer (p = 0,04) e BCG (p = 0,014). Porém, o tratamento apenas 

com a parte orgânica (P14-16) não apresentou diferenças significativas em relação 

aos demais grupos. O BCG apresentou intensa expressão de PD-1 / PD-L1 em 

relação ao grupo Controle (p = 0,0019) e não apresentou diferenças significativas em 

relação ao grupo Câncer. 

 

4.6 OncoTherad aumentou os níveis de p53 em relação ao grupo Câncer 
 

O grupo Câncer apresentou menor proporção de células p53 positivas quando 

comparado aos demais grupos (p<0,05) (Tabela 6, Figura 15), os quais não 
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apresentaram diferenças estatísticas significativas quando comparados entre si. Este 

resultado é confirmado pela intensidade da imunomarcação, na qual o grupo Câncer 

apresenta maior proporção de células negativamente marcadas (negative) 

comparados ao demais grupos (p<0,01) os quais não apresentam diferenças 

significativas entre si para esse grau de intensidade.  

Células p53 fracamente (low positive) marcadas foram predominantes no grupo 

tratado com P14-16, o qual apresentou diferenças significativas em relação ao grupo 

Câncer (p<0,05) e grupo tratado com OncoTherad® (p<0,01). A proporção de células 

moderadamente marcadas (positive) foi menor no grupo Câncer em comparação aos 

demais (p<0,01), e maior no grupo tratado com OncoTherad® em relação ao 

tratamento com BCG (p<0,01) e P14-16 (p<0,01), porém, muito semelhante ao grupo 

Controle. No entanto, a intensidade de marcação forte (high positive) foi a menos 

predominante em todos os grupos, não diferindo entre eles. 

Apesar de em todos os grupos de células fracamente marcadas (low positive) 

serem predominantes, o grupo câncer chamou atenção devido ao fato de apresentar 

as maiores proporções de células negativas para p53 (negative: 42,7%) e no grupo 

tratado com Oncotherad® predominarem células moderadamente marcadas (positive: 

40,6%) além das fracamente marcadas (low positive: 40,8%). Os dados podem ser 

confirmados na Figura 14. 

Em relação à porcentagem de núcleos positivos para p53, os grupos câncer e 

tratados com P14-16 e CFI-1 apresentaram as menores proporções comparados aos 

demais grupos (p<0,05), os quais não diferiram entre si (Tabela 7).   
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Tabela 6: Imunorreatividade total da proteína p53 nos diferentes grupos de tratamento. 

 

  Grupos (n=6)   

Antígenos Controle Câncer 
Câncer + 

OncoTherad® (MRB-
CFI-1) 

Câncer + P14-16 Câncer + CFI-1 
Câncer + 

BCG 

p53 
 

80,3% (1) 57,3% (0/1)a 86,5% (1/2) 82,8% (1) 82,6% (1) 74,2% (1) 

Os valores são equivalentes à média da porcentagem de células uroteliais positivas por grupo. Os valores entre parênteses correspondem à intensidade por 

proteína por grupo (0: ausente – negative; 1: fraca – low positive, 2: moderada – positive; 3: intensa – high positive). ANOVA seguida pelo Teste de Tukey foi 

aplicada. Na mesma linha, valores seguidos da letra “a” indica diferença estatísticas com os demais grupos (p <0,05). 

 

 

 

Tabela 7: Proporção de Núcleos p53 Positivos (%). 

 

  Grupos (n=6)   

Antígenos Controle Câncer 
Câncer + 

OncoTherad® (MRB-
CFI-1) 

Câncer + P14-16 Câncer + CFI-1 
Câncer + 

BCG 

p53 
 

53,8%b 35,9%a 52,1%b 32,7%a 38,3%a 66,5%b 

Os valores são equivalentes à média da porcentagem de núcleos de células uroteliais positivos por grupo. ANOVA seguida pelo Teste de Tukey foi aplicada. 

Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p <0,05). 
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Figura 14: Gráfico das Categorias de Intensidade da Imunomarcação da proteína 
p53 comparativa entre os grupos. 

 

 

Os valores correspondem à média da intensidade da imunomarcação da proteína Ki-67 por grupo (0: 

ausente – negative; 1: fraca – low positive, 2: moderada – positive; 3: intensa – high positive). ANOVA 

Two Way foi aplicada. Diferentes símbolos indicam diferenças estatísticas significativas (p<0,05) entre 

os grupos para a categoria de intensidade de marcação. 

 

 

 

 

  

# 
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Figura 15: Imunomarcação representativa da proteína p53 nos diferentes grupos de 
tratamento. 

 

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades da proteína p53 comparando os grupos e 
tratamentos: Controle, Câncer, Câncer+OncoTherad®, Câncer+P14-16, Câncer+CFI-1 e 
Câncer+BCG. Barra de escala: 20 µm.  
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5. DISCUSSÃO  
 

As análises macroscópicas do trato urinário dos camundongos indicam que não 

houve toxicidade aguda devido aos tratamentos nas doses utilizadas, o que pode ser 

confirmado, principalmente, pela ausência de lesões renais macroscópicas ou 

hidronefrose, visto que alterações renais são comuns em estudos pré-clínicos de 

toxicidade de fármacos (Frazier et al., 2012).  Os autores também confirmam que a 

dilatação dos ureteres ou hidroureter pode ocorrer após urolitíase espontânea ou 

induzida pela administração de fármacos (Frazier et al., 2012), contudo não foram 

constatados cálculos visíveis nos camundongos tratados do presente estudo.  

Entretanto, lesões na bexiga urinária são mais frequentes devido ao maior 

tempo de contato da urina no interior da bexiga urinária em comparação com a uretra 

ou ureteres de roedores, nos quais as lesões são mais raras devido à rápida 

passagem da urina nessas estruturas (Frazier et al., 2012).  

Alguns animais tratados com OncoTherad® apresentaram a vascularização um 

pouco aumentada, assim como os tratados com P14-16 e BCG. A aparência mais 

edematosa e avermelhada (hiperemia) das bexigas urinárias devido à dilatação de 

vasos sanguíneos é descrita em casos de cistite aguda em camundongos da mesma 

linhagem que o presente estudo (Ambite et al., 2016), e podem ser indicativos de 

estimulação de um quadro inflamatório após os tratamentos. Sabe-se que a 

inflamação pode ser considerada um fator importante na regressão tumoral, ativando 

mecanismos efetores imunológicos (Galli et al., 2010; Mantovani et al., 2008). 

A parede da bexiga urinária espessada pode indicar neoplasia, principalmente 

espessamentos focais, e quando ocorre de forma difusa e/ou regular, geralmente está 

relacionada a condições benignas como cistite, fibrose ou ainda, como efeito dos 

tratamentos intravesicais (Cohan et al., 2009; Nicolau et al., 2009). No presente 

trabalho, os espessamentos encontrados nas bexigas urinárias podem ser 

decorrentes de neoplasias ou podem ser indicativos da ocorrência de inflamação 

aguda ou cistite causadas pelos tratamentos. No entanto, foi possível observar 

diferenças no espessamento da bexiga dos animais do Grupo Câncer, enquanto o 

espessamento nítido na parede das bexigas urinárias não apresentava a mesma 

característica da maioria dos animais tratados, especialmente os tratados com 

OncoTherad® e com BCG. 
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Em um estudo com ratas Fischer 344, Pan et al. (2001) descreveram a 

presença de espessamento da parede da bexiga devido à inflamação, infiltrado imune 

e edema na lâmina própria como também hiperplasia urotelial, detectados 

histologicamente. A presença de espessamento da parede da bexiga urinária 

associada à hiperemia em humanos é encontrada em casos de cistite cística ou 

glandular, cistite eosinofílica e displasia (Gurbuz e Salvarci, 2020). Alterações nos 

constituintes da urina também podem afetar superficialmente o urotélio e provocar 

espessamento (Frazier et al., 2012).  

Os resultados histopatológicos descritos no presente estudo, para o modelo de 

indução química de CBNMI com N-Etil-N-nitrosoureia (ENU), exibiram lesões iguais 

às encontradas por Garcia et al. (2016). Foi possível verificar que a indução com ENU 

também é eficaz e semelhante à com MNU. Após a indução do câncer de bexiga, 

100% dos animais apresentaram lesões características de câncer de bexiga não-

musculo invasivo, bem como lesões malignas pTis, pTa e pT1, semelhantes às 

encontradas por Fávaro et al. (2012). A regressão tumoral ocorreu na maioria das 

lesões após o tratamento com BCG, assim como nos experimentos realizados por 

Fávaro et al. (2012) e Garcia et al. (2015; 2016), os quais também mostaram 

regressão tumoral significativa após o tratamento com BCG. 

O presente estudo confirmou que os tumores da bexiga urinária, especialmente 

o CBNMI, apresentam expressão diminuída de TLRs (Ayari et al., 2011; Stopiglia et 

al., 2015). O grupo Câncer apresentou imunorreatividade moderada de TLR2 e TLR4 

em relação ao grupo controle (animais saudáveis), que apresentaram 

imunorreatividade intensa. A imunoterapia mediada por TLRs com Bacillus Calmette-

Guérin (BCG) para o tratamento do CBNMI é uma estratégia de sucesso para esse 

tipo de tumor. Na maioria dos pacientes que foram tratados com BCG intravesical, foi 

encontrado infiltrado linfocítico local e produção de citocinas inflamatórias na bexiga, 

o que caracterizou uma resposta imune local complexa (Sander et al., 1996; Yu et al., 

2007). Nossos achados em camundongos com CBNMI-induzido e tratados com BCG 

mostraram o mesmo padrão. O ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF 

(TRAIL) é produzido por neutrófilos polimorfonucleares (PMNs) por meio da 

estimulação da expressão de TLR2 após o tratamento com BCG (Steinberg et al., 

2011). No presente estudo, os animais tratados com BCG apresentaram intensa 

imunorreatividade para TNF-α. 
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Garcia et al. (2016) também demonstraram em experimentos com ratos com 

CBNMI-induzido, que a imunoterapia BCG intravesical aumentou os níveis de 

proteínas de TLR2 e TLR4, com um consequente aumento nos níveis de MyD88, IKKα 

e NF-kB, resultando em aumento de IL-6 e TNF-α. Esses mesmos autores concluíram 

que a ativação do sistema imune local por meio do tratamento com BCG intravesical 

via MyD88 foi essencial para reduzir a progressão tumoral nesses animais. A ativação 

de TLR4 em macrófagos resulta na síntese de várias citocinas inflamatórias que 

restringem o crescimento tumoral. Em resposta a ligantes de microorganismos 

patogênicos ou após lesão tecidual, a ativação e manutenção da sinalização de TLRs 

frequentemente resulta em inflamação sistêmica e localizada, coagulopatia 

disseminada, reparo de ferida exuberante, cicatrização excessiva e fibrose 

(McKeown-Longo e Higgins, 2017). 

No presente trabalho, foi possível observar que o tratamento convencional para 

o CBNMI com BCG intravesical, estimulou a via canônica, aumentando a 

imunorreatividade dos componentes da via TLR2 e aumentando a produção de 

citocinas inflamatórias. Os níveis de proteína TLR2 mostraram-se aumentados após 

o tratamento com BCG, o que corroborou com os estudos anteriores de Garcia et al. 

(2015; 2016). A via dependente de MyD88 foi induzida, o que é confirmado por níveis 

aumentados das proteínas MyD88, IKKα e NF-kB. A indução da via canônica (ou via 

dependente de MyD88) aumenta a imunorreatividade de IL-6 e TNF-α, que são 

citocinas inflamatórias. Consequentemente, a ativação do sistema imunológico pelo 

tratamento com BCG, através da via dependente de MyD88, foi importante para o 

reparo histopatológico do câncer após o tratamento com BCG. Além disso, apesar de 

em números relativos não apresentaram significância, os valores absolutos da 

imunorreatividade de TLR4 também se mostraram aumentados. 

Já no grupo tratado com OncoTherad® (MRB-CFI-1) a via não-canônica (TLR4, 

TRIF, IRF3 e IFNγ) apresentou intensa imunorreatividade. TLR4 é membro de uma 

família de 10 receptores de reconhecimento de padrões humanos inicialmente 

implicados na regulação do sistema imunológico inato. O TLR4 também pode ser 

ativado por vários componentes endógenos liberados após uma lesão (Zeuke et al., 

2002; Gerwirtz, 2003; Hasan et al., 2005). A ativação de TLR4 por DAMPs, derivados 

de matriz extracelular (ECM), induz a expressão de genes fibroinflamatórios que 

promovem a remodelação tecidual normal, além do reparo de feridas. A inflamação 
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excessiva e sustentada resulta em cicatrização prejudicada (Qian et al., 2016). A 

associação de TLR4 com proteínas acessórias distintas ou co-receptores pode ditar a 

montagem de ligantes específicos de TLR4, adaptando assim a resposta inflamatória 

para atingir resultados biológicos específicos (Kelsh et al., 2014; Piccinini et al., 2016). 

A produção de várias citocinas inflamatórias que predispõem o crescimento 

tumoral é resultado da ativação de macrófagos hospedeiros pelo TLR4. Por outro lado, 

a sinalização de TLR4 também estimula citocinas (IFN) que promovem efeitos 

antitumorais por estimulação de TRAIL, um poderoso indutor de morte de células 

tumorais (Luo et al., 2004), corroborando os resultados encontrados no presente 

estudo para IFN. Shankaran et al. (2001) demonstraram em seus estudos, que a 

função supressora de tumor do sistema imunológico é crucial na dependência das 

ações do IFN-γ que, pelo menos em parte, são gerenciadas para controlar a 

imunogenicidade das células tumorais. O IFN-γ aumenta várias vias bioquímicas 

antiproliferativas e tumoricidas em macrófagos e linhagens de células tumorais, além 

de ter um impacto profundo no crescimento de tumores sólidos e metástases e 

aparentemente desempenha um papel inicial na proteção contra metástases (Martini 

et al., 2010; Alshaker et al., 2011; Tate et al., 2012). Komita et al.  (2006) e Martini et 

al., (2010) demonstraram em seus estudos que o IFN-γ gerado por células T CD8+ 

infiltrantes de tumor ativadas por IL-12 induziam diretamente a apoptose de células 

de carcinoma hepatocelular de camundongo. Já Shankaran et al. (2010) 

demonstraram que o IFN-γ gerado por células T infiltrantes de tumor pode 

desempenhar dois papéis diferentes na atividade antitumoral: indução de células T 

antitumorais e ação tumoricida direta estimulando a sintetase de óxido nítrico induzível 

(iNOS). 

O mecanismo imune inato para detecção de tumores que conduzem a 

respostas adaptativas de células T continua indefinido, embora interferons (IFNs) 

estejam envolvidos neste processo (Woo et al., 2014). Woo et al. (2014) identificaram 

que a ativação espontânea de células TCD8 + contra tumores não era confiável em 

camundongos sem o complexo de interferon do gene do fator estimulante (STING), 

porém não em outras vias de sinalização inatas, propondo o envolvimento de uma via 

de descoberta do DNA citosólico. In vitro, a produção de IFN e a ativação de células 

dendríticas foram desencadeadas por DNA derivado de células tumorais por meio de 

STING e IRF-3 (Woo et al., 2014). No microambiente tumoral in vivo, o DNA da célula 
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tumoral foi identificado dentro das células apresentadoras de antígeno do hospedeiro, 

que se conectaram com a ativação da via STING e a produção de IFN (Woo et al., 

2014). Assim, Woo et al. (2014) demonstraram que o principal mecanismo para a 

imunidade inata detectar o câncer é por meio da via do hospedeiro STING, o que 

representa uma importante implicação para a imunoterapia contra o câncer. 

Nesse sentido, o OncoTherad® (MRB-CFI-1) mostrou-se um potencial 

imunomodulador no tratamento do CBNMI, reduzindo 100% da progressão tumoral. 

Isso foi possível por meio da estimulação da via não-canônica, aumentando a 

imunorreatividade dos componentes da via TLR4 (TLR4, TRIF e IRF3), levando à 

ativação de IFN. Por outro lado, os tratamentos com seus compostos orgânico (P14-

16) e inorgânico (CFI-1) não demonstraram efeitos satisfatórios na inibição da 

progressão tumoral, quando usados separadamente. Esses compostos apresentaram 

padrões distintos de imunorreatividades para as proteínas das vias TLRs em 

comparação aos animais saudáveis (Controle) e do grupo Câncer. Entretanto, quando 

associados para formar o OncoTherad®, mostaram resultados favoráveis no que diz 

respeito à imunomodulação da via TLR e redução da progressão do CBNMI.  

No que concerne à expressão do eixo RANK/RANKL, estudos têm 

demonstrado que diversos tecidos neoplásicos apresentam expressão aumentada 

dessas proteínas (Mori et al. 2006; Santini et al. 2011a; 20011b; Chawla et al. 2013; 

Li et al. 2014; Pfitzner et al. 2014; Park et al. 2014; Groot et al. 2018; Wu et al. 2020). 

Essa ampla distribuição reforça a teoria de seu papel no processo oncogênico. Uma 

elevada porcentagem de células de tumores sólidos e câncer de mama expressam 

mRNA/proteína RANK em vários níveis (Santini et al. 2011a; 2011b). Cerca de 89% 

de todos os carcinomas avaliados apresentaram imumarcação postiva para RANK e 

cerca de 60% dos casos mostraram mais de 50% de células cancerosas positivas 

(Renema et al. 2016). Curiosamente, a expressão de RANK em células de carcinoma 

é um marcador de mau prognóstico, conforme demonstrado no câncer de mama 

(Heymann et al. 2008; Park et al. 2014). Pfitzner et al. (2014) verificaram a relação 

entre a maior expressão de RANK no tumor primário de mama e uma maior 

sensibilidade à quimioterapia, semelhante aos cânceres de próstata. Além disso, um 

maior risco de recorrência e morte, independentemente desta maior sensibilidade 

(Pfitzner et al. 2014). A sinalização RANK / RANKL parece estar envolvida na 

iniciação, progressão e metástase do tumor (Renema et al. 2016). 
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Já o seu ligante, RANKL, influencia o microambiente das células tumorais, 

agindo na imunidade local. Experimentos com camundongos knockout para RANKL 

foram cruciais para identificar o papel principal do RANKL no sistema imunológico. 

Kong et al. (1999) descreveu o comprometimento dos órgãos linfóides nesses 

camundongos knockout, especialmente os nódulos linfáticos (Mueller e Hess 2012; 

Ahern et al. 2018). Além do comprometimento a nível “dominante”, no qual a 

maturação das células do timo, necessária para o desenvolvimento das células T, foi 

afetada (Akiyama et al. 2008; 2013; Iria 2021) (Akiyama et al. 2008; 2013; Iria 2021). 

No presente estudo, os resultados para o CB mostraram semelhança com os 

outros tipos de câncer. Cerca de 50,4% das células cancerosas foram positivas para 

RANK. Trieb e Windehager (2015) relataram que a expressão de RANK é indicativa 

de um prognóstico negativo em relação à sobrevida livre de doença. O tratamento 

com OncoTherad® promoveu diminuição da imunorreatividade de RANK, com 17,7% 

de células positivas. Esses resultados são promissores em relação ao tratamento 

convencional com BCG, que apresentou 45,1% de células positivas. RANKL também 

pode induzir diretamente fatores quimioatrativos e invasivos para aumentar o 

crescimento e a invasão das células tumorais (Chen et al. 2006). Em nosso estudo, a 

expressão de RANKL não apresentou redução significativa após os tratamentos em 

comparação ao grupo Câncer. No entanto, os resultados obtidos para esta proteína 

após os tratamentos foram muito semelhantes aos do grupo Controle. Fávaro et al. 

(2019), em estudo com ratas Fischer, demonstraram que a imunoterapia com 

OncoTherad®, além de ativar as vias TLR2 e TLR4 no câncer de bexiga, também é 

capaz de modular o sistema RANK / RANKL, confirmando nossos achados. 

As células imunes podem caracterizar uma subseção de células que 

expressam RANKL que intermediam efeitos diretos da sinalização de RANK / RANKL 

no câncer (David et al. 2011; Wan et al. 2013). Essas células são frequentemente 

encontradas no microambiente tumoral, então suas funções exatas são diversas e não 

completamente compreendidas (David et al. 2011; Wan et al. 2013). 

O complexo papel da sinalização de RANK / RANKL é devido ao seu 

envolvimento na geração e regulação de respostas imunes, no sentido que a 

sinalização de RANK / RANKL pode aumentar e suprimir a imunidade e impactar sobre 

a inflamação, a ativação de células T e a evasão imunológica (Wittrant et al. 2004; 
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David et al. 2011; Wan et al. 2013). A sinalização RANK/RANKL mantém a 

sobrevivência e função das células dendríticas, ativação de macrófagos M1 e 

diferenciação e ativação de células T (Wittrant et al. 2004; David et al. 2011). Também 

está envolvida na tolerância central e periférica (David et al. 2011; Wan et al. 2013) e 

no desenvolvimento de linfonodos (Theoleyre et al. 2004). RANKL também participa 

da regulação do desenvovlimento inicial de linfócitos (Theoleyre et al. 2004; David et 

al. 2011). A sinalização RANK/RANKL é necessária para o desenvolvimento de 

células epiteliais tímicas medulares, que estabelecem a autotolerância de células T 

centralmente por meio da expressão do gene regulador autoimune (Aire), relacionado 

à supressão de respostas imunes (David et al. 2011; Zhao et al. 2018; Sobacchi et al. 

2020). 

A expressão de RANK e RANKL é amplamente separada entre as células do 

sistema imunológico (Wan et al. 2013). RANKL é expresso principalmente em células 

T e é regulado positivamente após estimulação de células T, melhorando a 

proliferação e função das células T. Em contrapartida, RANK é expresso em 

monócitos, macrófagos e células dendríticas e é gerada por células T e células natural 

killers (NK) por citocinas específicas (David et al. 2011; Wan et al. 2013). As 

evidências sugerem que RANK pode atuar cooperativamente com a molécula 

coestimuladora CD40 na ativação mediada por células dendríticas de respostas de 

células T (David et al. 2011). A interrupção da sinalização RANK/RANKL pode ser 

antagonista da função das células dendríticas e das respostas imunes mediadas por 

células T (Jones et al., 2016). 

A sinalização de RANK/ RANKL é significativa na imunologia tumoral e estimula 

ou suprime as respostas imunes antitumorais no câncer, embora não seja totalmente 

compreendida (David et al. 2011; Wan et al. 2013). Essas sinalizações podem 

contribuir para o desenvolvimento de um microambiente imunológico tolerogênico em 

tumores (Mori et al. 2007; Chuang et al. 2009; Hu et al. 2014). RANK é amplamente 

expresso em macrófagos associados a tumor (TAMs) e RANKL por células T que se 

infiltram em tumor (Wan et al. 2013). Linfócitos Tregs estão envolvidos na inibição da 

atividade das células T efetoras e podem desempenhar um papel na evasão imune 

do tumor (Lee et al. 2011), como argumentado, RANKL é importante para a expansão 

de Tregs em diferentes condições. 
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Em se tratando do sistema complexo de receptores e ligantes envolvidos no 

controle e ativação de células T, PD-L1 tem mostrado desempenhar papel crucial na 

indução e manutenção de Tregs que leva ao aumento destes no microambiente 

tumoral e estes Tregs induzidos (iTregs) inibem as respostas das células T ao tumor 

(Francisco et al., 2009; Ni et al., 2012). PD-L1 é uma proteína transmembrana tipo 1 

(B7-H1) da família de ligantes B7 e pode ser expressa em ambas as células 

hematopoiéticas (células dendríticas, macrófagos, mastócitos, células T e linfócitos B) 

e células não hematopoiéticas, incluindo células endoteliais, epiteliais e tumorais 

(Rebelatto et al. 2016; Yu et al. 2016; Taube et al. 2018). 

A expressão de PD-L1 em células tumorais induz a regulação negativa e 

autotolerância do sistema imunológico de rejeitar o tumor, eliminando a atividade 

inflamatória das células T por meio da ligação ao receptor regulador de células T, o 

PD-1 (Sharpe et al. 2007; Frega et al. 2019). Entre os ligantes pertencentes à família 

B7, PD-L1 é o principal ligante inibidor de membrana (Sun et al. 2006; Taube et al. 

2018). A regulação positiva de PD-L1 mostrou-se aumentada em várias doenças e foi 

associada ao estado clínico e patológico de pacientes com tumores sólidos (Droeser 

et al. 2013; Chen et al. 2012; Hamanishi et al. 2007). Estudos anteriores confirmaram 

a alta expressão de moléculas de PD-L1 por ambas as células tumorais e células 

imunes infiltrantes, e sua inibição resultou em uma resposta clínica de longo prazo em 

tumores sólidos (Herbst et al. 2014; Powles et al. 2014; Brahmer et al. 2012; Hodi et 

al. 2010).  

A regulação positiva de PD-L1 tem sido descrita em várias malignidades e tem 

sido associado ao estado clínico-patológico de pacientes com tumores sólidos 

(Hamanishi et al., 2007; Chen et al., 2012; Droeser et al., 2013). A ampla expressão 

do PD-L1 avaliada, retrospectivamente, em microambientes tumorais e sua relação 

com parâmetros clínicopatológicos conduziram os estudos desta via regulatória de 

sinalização como potencial alvo terapêutico antineoplásico (Zou e Chen, 2008; Homet-

Moreno e Ribas, 2015).  

Entre as neoplasias humanas, nas quais a investigação da imuno-histoquímica 

da expressão de PD-L1 com valor prognóstico indubitável de resposta às terapias anti-

PD-1 disponíveis, foram validadas por estudos clínicos, os carcinomas pulmonares de 

células não pequenas e os carcinomas uroteliais da bexiga (Cree et al. 2016; Chae et 
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al. 2016; Gandini et al. 2016; Kerr and Nicolson. 2016). No presente estudo com 

CBNMI, a imunomarcação de PD-1 / PD-L1 mostrou uma diminuição significativa após 

o tratamento com OncoTherad® quando comparada a todos os grupos, especialmente 

em relação ao grupo Câncer. Estudos prévios demonstraram que PD-L1 era 

fortemente expresso, tanto por células tumorais, quanto por células imunes infiltrantes, 

e sua inibição resultava em uma resposta clínica duradoura em ensaios clínicos 

recentes de vários tumores sólidos (Hodi et al., 2010; Brahmer et al., 2012; Herbst et 

al., 2014; Powles et al., 2014). 

Muenst et al. (2014) avaliaram a expressão de PD-1/ PD-L1 em linfócitos de 

infiltrado inflamatório de 660 casos de câncer de mama e concluíram que a expressão 

de PD-L1 foi correlacionada a pior sobrevida global. Dados de pesquisas clínicas que 

avaliaram inibidores de PD-1 / PD-L1 em melanoma e carcinoma de pulmão de células 

não pequenas (NSCLC) sugeriram que a expressão de PD-L1 está associada a maior 

taxa de resposta e demonstrou segurança e respostas clínicas duráveis associadas a 

essas drogas (Aerts et al. 2013). A importância clínica da inibição do eixo PD-1/PD-

L1 como uma opção de imunoterapia contra o câncer eficaz está sendo avaliada em 

vários estudos. Alguns estudos já foram publicados mostrando aumento da sobrevida 

global em comparação com a terapia padrão para o tratamento do melanoma (Robert 

et al. 2015). 

Nossos resultados também confirmam esses dados para o câncer de bexiga 

urinária. As análises imuno-histoquímicas e de western blotting mostraram expressão 

aumentada de PD-1/PD-L1 no grupo Câncer. Além disso, a diminuição da 

imunorreatividade dessas proteínas levou a um melhor prognóstico nos animais 

tratados com OncoTherad®, que se mostrou uma potencial opção terapêutica para 

esse tipo de câncer, por meio da diminuiçãode PD-L1, promovendo resultados ainda 

mais satisfatórios em relação ao tratamento convencional com BCG. Nossos dados 

também confirmam que a porção protéica do imunomodulador (P14-16), separada do 

composto inorgânico (CFI-1), não apresenta efeitos tão satisfatórios quanto a sua 

associação. 

Compreender as causas moleculares da resposta à imunoterapia no câncer é 

atualmente um dos mais importantes campos de pesquisa em oncologia. Portanto, 

vários outros biomarcadores além de PD-L1 estão sendo avaliados para prever 
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melhores resultados para a imunoterapia (Taube et al. 2018). Pesquisas clínicas 

envolvendo terapias que promovem a inibição de moléculas co-inibidoras de 

checkpoints imunológicos (como PD-1 / PD-L1) têm mostrado altas taxas de resposta 

tumoral em melanoma e câncer de pulmão de células não pequenas, carcinoma 

gástrico, câncer de cabeça e pescoço e carcinoma urotelial (Brahmer et al. 2012; 

Taube et al. 2014; Garon et al. 2015; Taube et al. 2018). A expressão de PD-L1 foi 

sugerida como um biomarcador potencial de resposta a esses tratamentos (Taube et 

al. 2018). Nesse sentido, pode-se entender que o tratamento com OncoTherad® é 

eficaz para o CBNMI, demonstrando vantagens significativas em comparação ao 

tratamento convencional com BCG, o qual apresentou imunorreatividade para o 

checkpoint imunológico PD-1/ PD-L1 muito semelhante à do grupo Câncer. 

Evidências também sugerem que PD-L1 desempenha um papel crucial na 

indução e manutenção de Tregs. O aumento de Tregs no microambiente tumoral induz 

Tregs (iTregs) a interromper as respostas das células T ao tumor (Ni et al. 2012; 

Francisco et al. 2009). Li et al. (2016) em um estudo com câncer de mama, disserta 

sobre a correlação entre a expressão de PD-L1 em células tumorais e a infiltração de 

Treg FOXP3 positivas no microambiente tumoral. Os resultados indicaram a 

possibilidade de que os sinais de PD-L1 sejam importantes para suprimir a resposta 

imune por meio da regulação de Treg no câncer de mama (Brahmer et al. 2012; 

Emens et al. 2015). Ensaios clínicos em andamento visando a potencial via PD-1 / 

PD-L1 mostraram que os supressores de PD-L1 são seguros, bem tolerados e têm 

poucos efeitos colaterais autoimunes (Brahmer et al. 2012; Emens et al. 2015). 

No presente estudo, PD-1/ PD-L1 e FOXP3 exibiram seus níveis mais altos em 

associações com o pior diagnóstico em modelos de camundongos com CBNMI 

induzidos quimicamente. A avaliação mútua identificou que os animais com presença 

concomitante de alta expressão de PD-L1 e alta infiltração de FOXP3 + Treg tiveram 

o pior diagnóstico. Uma estratégia combinada para bloquear o eixo PD-L1 / PD-1 com 

depleção associada de Tregs deve ser razoável para aumentar a eficácia terapêutica. 

Os benefícios potenciais deste modelo foram demonstrados em um estudo recente de 

carcinoma de células renais em camundongos, que mostrou imunidade protetora de 

longo prazo e regressão tumoral completa enquanto tal modalidade terapêutica era 

aplicada (Li et al. 2016). 
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Resultado descritos por Li et al. (2016) no câncer de mama, foram muito 

semelhantes aos achados no presente estudo com câncer de bexiga. Ambos 

demonstraram que as células tumorais apresentaram alta expressão de PD-1 / PD-L1 

e tendência aumentada para infiltração de Treg FOXP3 + no tecido, sugerindo que 

PD-L1 e Tregs FOXP3 + atuam sinergicamente ou participam da mesma via molecular 

e suas expressões reguladas positivamente poderiam promover a evasão imunológica 

do tumor. Os resultados indicam que OncoTherad® é uma imunoterapia, que promove 

efeitos concomitantemente PD-1/ PD-L1 e Tregs FOXP3 + no tratamento do CBNMI, 

provando ser uma imunoterapia eficaz para o tratamento do câncer de bexiga. 

As análises dos biomarcadores moleculares Ki-67 e p53 demonstraram que o 

OncoTherad® tem papel importante no aumento da expressão de p53 em relação ao 

tratamento convencional com BCG, podendo ser um dos mecanismos desse 

imunoterápico para evitar que linhagens de células cancerígenas se multipliquem.  

A maioria dos genes de TLRs responde a p53 por meio de locais de ligação ao 

promotor ativando as vias canônica e não canônica (Menendez et al., 2011). A 

proteína p53 é responsável pela regulação do ciclo celular e atua como supressora de 

tumor (Shariat et al., 2009; Menendez et al., 2011). Estudos de sequências de 

promotores de elementos de resposta direcionados por p53 sugerem um papel geral 

como regulador de danos ao DNA e como um controle da expressão de genes de 

TLRs (Shariat et al., 2009). Além disso, vários estudos sugeriram que a terapia 

antiangiogênica é sensível ao status do p53 em tumores, indicando um papel 

importante na regulação da angiogênese (Folkman, 2006; Teodoro et al., 2006). 

Em um estudo com o imunomodulador P-MAPA, Garcia et al. (2016) também 

observaram um aumento significativo nos níveis da proteína p53 e aumento da 

apoptose, através de níveis elevados da proteína p53 nos grupos Controle e tratados 

com P-MAPA e com BCG, confirmando, assim nossos achados. Além disso, a morte 

celular pode depender de vias de sinalização estimuladas por óxido nítrico (ON) que 

leva à expressão gênica, envolvendo o supressor de tumor p53 (Benhar Stamler, 

2005; Zeine et al., 2006; Lim et al., 2009). A ativação de p53 por ON foi observada em 

muitos tipos de células (Wang e Chen, 2003; Wang et al., 2012). O p53 controla um 

número notável de funções fisiológicas, incluindo metabolismo energético, 

diferenciação e produção de espécies reativas de oxigênio e é ativado em resposta a 
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diversos sinais de estresse, como dano ao DNA, hipóxia, ativação de oncogene, 

drogas, depleção de nucleotídeos (Zeine et al., 2006).  

As células que possuem uma via p53 totalmente funcional podem tanto 

interromper quanto reparar danos causados por esses estresses prematuros ou 

sofrem apoptose dependente de p53. Por meio do aumento da retenção nuclear de 

p53, o ON pode sensibilizar as células tumorais à apoptose dependente de p53. Vários 

estudos sugerem que a terapia antiangiogênica é sensível ao status de p53 em 

tumores, demonstrando seu papel na regulação da angiogênese (Dameron et al., 

2001; Folkman, 2006; Teodoro et al., 2006). Outras evidências surgerem que o p53 

do tipo selvagem poderia evitar que tumores incipientes se tornassem angiogênicos 

(Zhang et al., 2000). Teodoro et al. (2006) demonstraram que a supressão do tumor 

foi mediada por p53 em parte por pelo menos dois potentes inibidores da angiogênese, 

endostatina e tumstatina.  

A indução da via de sinalização do interferon e o aumento dos níveis da 

proteína p53 do tipo selvagem por P-MAPA levaram a importantes efeitos 

antitumorais, não apenas suprimindo a proliferação celular anormal, mas também 

evitando a expansão contínua da massa tumoral por meio da supressão da 

angiogênese (Garcia et al., 2016). Nossos resultados sugerem que o OncoTherad® 

pode atuar da mesma maneira, porém mais estudos são necessários, em especial 

para avaliação de marcadores angiogênicos.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 O tratamento com OncoTherad reduziu em 100% a progressão tumoral, 

mostrando-se mais eficiente em relação ao tratamento com BCG, o qual reduziu 

a progressão em apenas 66,7%; 

 Os resultados encontrados no presente trabalho confirmam que o CBNMI tende 

a diminuir a expressão de TLRs; 

 O tratamento convencional com BCG estimulou a via canônica, através do 

aumento da imunorreatividade dos componentes da via TLR2, aumentando a 

produção de citocinas inflamatórias; 

 O OncoTherad® mostrou-se um potencial imunomodulador no tratamento para 

o CBNMI, diminuindo 100% da progressão tumoral, através da ativação da via 

não-canônica, aumentando a imunorreatividade dos componentes da via TLR4, 

levando à estimulação da produção de IFN; 

 OncoTherad apresentou imunorreatividade reduzida de RANK e RANKL em 

relação ao câncer, o que é indicativo de bom prognóstico, principalmente no que 

diz respeito a metástases;  

 OncoTherad apresentou imunorreatividade reduzida para PD-L1, podendo ser 

considerado um imunomodulador através da inibição de linfócitos Tregulatórios 

FOXP3+ e consequente aumento de linfócitos Tcitotóxicos, o que é confirmado 

pela diminuição da imunorreatividade a FOXP3;  

 As partes orgânica (P14-16) e inorgânica (CFI-1) que compõe o OncoTherad 

(MRB-CFI-1) não apresentaram redução satisfatória da progressão tumoral 

quando avaliados separadamente, e mostraram padrões distintos de 

imunorreatividade para todas as vias analisadas quando compara-se os animais 

tratados com esses compostos aos animais saudáveis e ao câncer, porém, 

quando associados (MRB-CFI-1) apresentam resultados promissores na 

imunomodulação e diminuição da progressão do CBNMI; 

 OncoTherad® tem papel importante no aumento da expressão de p53 em 

relação ao tratamento convencional com BCG, podendo ser um dos 

mecanismos desse imunoterápico para evitar que linhagens de células 

cancerígenas se multipliquem.  
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