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RESUMO

O céancer de bexiga urinaria (CB) é a segunda neoplasia mais comum do trato urinario, e o
nono tipo mais incidente em nivel mundial. O estadiamento histologico do CB é determinado
pela profundidade de invasédo tumoral da parede vesical e pode ser classificado em n&o-
musculo invasivos (pTis, pTa e pT1) e masculo invasivos (pT2a, pT2b, pT3a, pT3b e pT4).
Cerca de 75% dos cénceres de bexiga s&o ndo-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 esta frequentemente associado a efeitos adversos locais e/
ou sistémicos, além de recorréncia tumoral em até 30% dos casos. H4 uma intensa busca
pelo desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do cancer, incluindo o CBNMI.
Compostos que atuam como agonistas dos receptores Toll like (TLRs) sdo candidatos
promissores. Nesse sentido, 0 nosso grupo de pesquisa desenvolveu o OncoTherad®, um
composto nanométrico de fosfato e sais metdlicos (CFI-1) associado a uma proteina
glicosidica (P14-16), que possui patente depositada na fase inicial nacional do PCT (NUmero:
BR 1020170127680) pela agéncia de inovacdo INOVA-UNICAMP. Ele atua como um
modificador de resposta biolégica, desencadeando a estimulacéo do sistema imunolégico. No
presente estudo objetivou-se caracterizar os mecanismos de acdo 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. Apds a indu¢do do CBNMI, os
animais foram divididos em 5 grupos (n=10): Cancer, Cancer+MRB-CFI-1 (OncoTherad®),
Cancer+P14-16, Cancer+CFI-1 e Cancer+BCG. Apds 6 semanas de tratamento, 0s animais
foram eutanaziados, a bexiga foi coletada e processada de acordo com protocolos
convencionais para histopatologia, imuno-histoquimica e western blotting. Os resultados
obtidos através das analises histopatologicas demonstraram que apds o tratamento com
OncoTherad® houve reduc¢éo da progressao tumoral em 100% dos animais. A analise imuno-
histoquimica dos componentes das vias TLR2 e TLR4 demonstraram que, ao contrario do
tratamento convencional com BCG, o OncoTherad® estimulou a via n&o-canodnica,
aumentando a expressdo de TLR4, TRIF, IRF3 e induzindo a ativagdo de IFN. Animais
tratados com OncoTherad® apresentaram reducao da imunorreatividade de RANK e RANKL,
0 que é indicativo de bom progndstico no que diz respeito ao aparecimento de metastases. O
checkpoint PD1/PD-L1 apresentou expressao reduzida ap6s o tratamento com OncoTherad®,
levando-nos a inferir que a imunomodulacdo ocorre devido a reducdo de linfocitos T
regulatérios e, consequentemente, aumento de linfécitos T citotoxicos, que poderdo
reconhecer as células tumorais e elimina-las, o que foi confirmado pela diminuicdo da
expressdo de FOXP3 nesse grupo de tratamento em relacdo ao grupo Céancer. O
OncoTherad® mostrou também desempenhar papel importante no aumento da expressao de
P53 em relacdo ao tratamento convencional com BCG, podendo ser um dos mecaniamos
desse imunoterapico para evitar que linhagens de células cancerigenas se multipliquem. Os
compostos organico (P14-16) e inorganico (CFI-1) que compde o OncoTherad® (MRB-CFI-1)
ndo apresentaram reducdo satisfatoria da progressdo tumoral quando avaliados
separadamente, e mostraram padrdes distintos de imunorreatividade para as vias analisadas
quando comparados aos grupos Controle e Cancer porém, quando associados (MRB-CFI-1),
apresentam resultados promissores na imunomodulagdo e diminuicdo da progressédo do
CBNMI.

Palavras-chave: cancer de bexiga; imunoterapia; OncoTherad; nanofarmaco; receptores
Toll-Like; imunomodulador; linfécitos Treg.



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. INTRODUCAO

1.1 A Bexiga Urinéria

A bexiga urinaria e as vias urinarias armazenam a urina formada pelos rins e a
conduzem para o exterior do corpo (Junqueira e Carneiro, 2013). Os calices, a pelve
renal, o ureter e a bexiga urindria possuem a mesma estrutura basica, embora a
parede se torne gradualmente mais espessa no sentido da bexiga (Gomes e Hisano,
2010). E um o6rgdo muscular oco, revestido internamente por epitélio transicional
denominado urotélio, composto por uma camada de células superficiais (ou em
guarda-chuva, altamente diferenciadas), intermediarias e basais (Junqueira e
Carneiro, 2013).

Externamente ao urotélio encontram-se a lamina prépria e as camadas
musculares lisa e adventicia (Junqueira e Carneiro, 2013). A lamina propria é uma
camada bem desenvolvida, ricamente vascularizada, formada basicamente de tecido
conjuntivo com abundancia de fibras elasticas. A camada muscular prépria da bexiga
(musculo detrusor) € constituida por fibras musculares lisas que formam feixes sem
orientacdo definida, ramificam-se e reinem-se livremente, mudando de orientacéo e
de profundidade na parede da bexiga e entrelacando-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 direcdo a
uretra proximal durante a mic¢cédo. (Gomes e Hisano, 2010) O detrusor pode ser
dividido em duas partes com base nas diferencas regionais de sua inervacao
simpatica: 1) a parte localizada acima dos orificios ureterais, denominada corpo
vesical, que compreende sua maior parte e, 2) a base, que incorpora o trigono e o

colo vesical (Gomes e Hisano, 2010).

A bexiga funciona como reservatorio para armazenamento e eliminacao
periddica da urina. Para que essas fun¢cbes ocorram adequadamente, é necessario
gue a musculatura lisa vesical (detrusor) relaxe e haja aumento coordenado do ténus
esfincteriano uretral durante a fase de enchimento da bexiga — e o oposto durante a
miccdo. A coordenacdo das atividades da bexiga e do esfincter uretral envolve
complexa interagdo entre os sistemas nervosos central e periférico e os fatores

regulatorios locais, e é mediada por varios neurotransmissores. As propriedades



17

miogénicas e viscoelasticas vesical e uretral também sdo muito importantes para

manutencao da funcdo adequada de reservatorio da bexiga (Drake, 2007).

O funcionamento da bexiga é coordenado em diferentes niveis do sistema
nervoso central (SNC), localizados na medula, na ponte e nos centros superiores por
meio de influéncias neuroldgicas excitatorias e inibitérias que se dirigem aos 6rgaos
do trato urinario inferior (TUI — bexiga, aparelho esfincteriano e uretra) e da aferéncia
sensitiva desses orgaos. Perifericamente, o TUI € inervado por trés tipos de fibras:
parassimpaticas, simpaticas e somaticas (Blok, 2002). A miccdo é coordenada em
nivel do tronco encefalico, especificamente na substancia pontinomesencefalica,
denominado centro pontino da mic¢cao (CPM), que é a via final comum para
motoneurdnios vesical, localizados na medula espinhal (Blok, 2002). Em
circunstancias normais, a miccdo depende de um reflexo espino-bulbo-espinal
liberado pelo CPM que recebe influéncias, na maior parte inibitérias, do cortex
cerebral, do cerebelo, dos ganglios da base, do tdlamo e do hipotalamo (influéncias

suprapontinas) (Blok, 2002).

O tamanho da bexiga, forma e relacdes dependem do sexo, idade e quantidade
de urina. Localiza-se na pelve, sobre o pubis e assoalho pélvico. Durante seu
enchimento atinge o abdome podendo chegar até o umbigo. Na mulher, reflete-se
sobre o Gtero, 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. J& no roedor,
localiza-se na regido dorso-caudal, apresenta diametro 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 6rgaos do trato urogenital sdo sedes potenciais de tumores malignos.
A incidéncia e o tipo variam de 6rgao para 6rgdo, sendo o cancer de bexiga urinaria
(CB) a segunda doenca maligna mais comum do trato urinario (Siegel et al., 2012;

American Cancer Society, 2021)

1.2 O Céancer de Bexiga Urinéria

O cancer resulta na perda da homeostase, mediada por alteracées nas formas
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de comunicacdo intra, extra e intercelular, que desregulam o equilibrio estabelecido
entre proliferacéo, diferenciacdo, apoptose e adaptacao celular (Troski e Ruch, 1998).
E uma doenca multifatorial, de efeito combinado de fatores genéticos e ambientais.
Essa sindrome foi considerada um problema de saude publica, definido pela Politica
Nacional de Atengcdo Oncoldgica, por meio da portaria 2439, publicada em dezembro
de 2005. Culturalmente, o cancer € uma das doencas cronico-degenerativas mais
estigmatizadas negativamente pela populacdo, € associado a dor, ao sofrimento,
mudanc¢as na imagem corporal e a morte. E mesmo que 0s avancos na medicina
permitam diagnéstico precoces e tratamentos, o0 medo do cancer permanece na
sociedade (Holland, 1990).

O cancer de bexiga urinaria € a segunda neoplasia mais comum do trato
urinario, e o nono tipo mais incidente em nivel mundial (Siegel et al., 2012; Antoni et
al., 2017; INCA, 2020; Jahrreiss et al., 2020; American Cancer Society, 2021). De
acordo com as estatisticas do Instituto Nacional de Cancer, 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 Cancer, o nimero de mortes
por cancer de bexiga chega a aproximadamente 58% em homens e 69% em mulheres
(Atlas de Mortalidade por Cancer, 2015).De acordo com a Sociedade Americana de
Cancer, as estimativas para o cancer de bexiga nos Estados Unidos em 2021 sao 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 cancer de bexiga,
cerca de 9 em cada 10 pessoas diagnosticadas estdo acima de 55 anos de idade.
Porém, outros fatores como raca, tabagismo e exposi¢cdo a compostos quimicos
aumentam o risco de sua ocorréncia. O tabagismo esta associado a doenca em cerca
de 50-70% dos casos (Kispert et al., 2019; Pezzuto et al., 2019; Jahrreiss et al., 2020).
O risco € maior para o Tabaco preto, e aumenta com o numero de cigarros fumados
diariamente e o nimero de anos, e também com a inala¢do (Samanic et al., 2006). O
cigarro possui dezenas de substancias toxicas, dentre elas aminas aromaticas e
compostos N-nitrosos analogos do MNU (N-metil-N-nitrosouréia), um potente

carcinégeno.
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Cerca de 20 a 27% dos casos de cancer de bexiga estdo relacionados a
exposicdo ocupacional, em especial entre trabalhadores que ficam expostos a
compostos quimicos (Rink et al., 2015; Jahrreiss et al., 2020). Dentre esses produtos
destacam-se as aminas aromaticas, benzeno, benzidina, cromo/cromatos,
especialmente em industrias quimicas; fumo e poeira de metais, agrotoxicos, 0leos,
petroleo, tintas, 2-naftalina e 4-aminobifenil, os quais contribuem para o aparecimento
da doenca (Silverman et al.,, 2006; Rota et al., 2014). Nos ultimos anos tem sido
reportado aumento dos casos entre trabalhadores de diversos setores: agricultura,
construcdo, fundicdo, extracdo de Oleos e gorduras, mineracao, siderurgia; industria
téxtil e de alimentos. Entre os trabalhadores que ficam expostos ao aluminio, borracha
e plasticos, tinturas, pode-se citar os cabeleireiros e barbeiros, maquinistas, motorista
de caminhdo e de locomotiva, pintor, trabalhador de ferrovias, trabalho no forno de

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

A infeccéo por Schistosoma haematobium, um verme parasita, pertencente ao
filo Platyhelminthes, endémico de paises mediterraneos como o Egito afeta
frequentemente as vias urinarias, ocasionando hematuria (Zeegers et al., 2000; Poon
et al., 2015; Rosenquist e Grollman, 2016). Em fases terminais, causa insuficiéncia
renal por obstrucdo urinaria e, em ultimo caso, pode causar neoplasias da bexiga
(Mascarenhas e Castro, 2011; Ishida et al., 2018; Nesi et al., 2019; Jahrreiss et al.,
2020).Substancias como o arsénio, que podem estar presentes em aguas de
abastecimento; o acido aristoléquico presente em muitas plantas de uso medicinal e
a pioglitazona presente em farmacos para tratamento de diabetes, estdo associados
como um fator de risco para o desenvolvimento do cancer de bexiga urinaria (Poon et
al., 2015; Rosenquist e Grollman, 2016). Individuos com algumas sindromes
genéticas tem maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento de carcinoma urotelial, um

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

De acordo com a Sociedade Americana do Cancer, a ingestdo reduzida de
liquidos pode ser um fator de risco para o cancer de bexiga, pois um individuo que
ingere quantidades elevadas de liquidos, principalmente agua, tende a eliminar
substancias quimicas mais rapidamente, levando em consideracéo que este tendera

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

Em geral, o cancer de bexiga é cerca de trés a quatro vezes mais comum em
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homens comparado a incidéncia 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 cancer em mulheres é decorrente do desbalanco hormonal
(menopausa), o qual surge a partir da quinta década de vida. Embora a bexiga urinaria
seja secundariamente regulada por horménios sexuais esteroides, o urotélio normal e
0s tumores uroteliais sdo responsivos aos androgenos e estroégenos (Garcia et al.,
2015).

O estadiamento histologico do cancer de bexiga é determinado pela
profundidade de invasdo tumoral da parede vesical e dependera da resseccéo
transuretral (RTU) do tumor, por via endoscOpica, para seu diagnostico correto.
Fragmentos de resseccdo superficiais e profundos devem ser analisados
separadamente (Figura 1) (Epstein et al., 1998; Epstein, 2003). A classificagdo TNM

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

Mais de 70% da sua incidéncia é superficial (pTis, pTa e pT1), tumor ndo-
musculo invasivo (CBNMI), e a ocorréncia de uma doenca invasiva é ocasional
(Askeland et al., 2012). Contudo, 50% dos tumores nao-musculo invasivos recorrem
em 4 anos apos o tratamento e 11% evoluem para o fenétipo invasivo (Askeland et
al., 2012). Tratamentos para o CBNMI consistem na RTU, na qual é realizada a
retirada do tumor por cateterismo intravesical (cistoscépio), seguida por instilacéo de
agentes quimioterapicos ou imunoterapicos, de forma continua por aproximadamente
1 a 3 anos, e 0s pacientes necessitam fazer um controle periédico, através de
cistoscopias, com a finalidade de vigiar a recorréncia tumoral (Brausi et al., 2011; Klotz
e Brausi, 2014).

J& os diagnosticos de cancer de bexiga muasculo invasivos, requerem uma
remocgao cirurgica da bexiga, por um procedimento chamado cistectomia parcial,
guando ocorre remocao de apenas uma por¢cao da bexiga ou cistectomia radical, com
remocao total da bexiga e possivel reconstrucdo; ou radioterapia, acompanhada ou

nao de quimioterapia (Brausi et al., 2011).
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Figura 1: Representagao da profundidade de invasao tumoral da parede vesical, a
gual determina a Classificagcao Histologica do Cancer de Bexiga Urinaria.

25% sa0 musculo-
invasivos (CBMI)

Urotélio
Lamina prépria
Misculo superfidad
Misculo profundo

75% sao nao-musculo
invasivos (CBNMI)

Figura modificada (Landry, 2012). Na figura estéo representadas as lesdes por profundidade de invasdo
tumoral da parede vesical. As setas verdes apontam o0s cénceres ndo-musculo invasivos, que
correspondem a 75% dos casos de céncer de bexiga (pTis, pTa e pT1); e os musculo invasivos sédo
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: Classificagdo TMN do Céancer de Bexiga (UICC - Union for Cancer Control,
2009).

CLASSIFICACAO DO CANCER DE BEXIGA

Tumor primario: T

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

T0 Nenhuma evidéncia de Tumor priméaria

Ta Carcinoma papilar ndo invasivo (restrito a mucosa)

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor com invasao subepitelial (invasdo da lamina propria)

T2: Tumor com invasdo da musculatura prépria
pT2a Superficial (metade interna)
pT2b Profunda (metade externa)
T3: Tumor invade tecido perivesical
pT3a Microscopicamente
pT3b Macroscopicamente (massa extravesical)
T4: Tumor invade qualquer 6rgéo adjacente
pT4a Tumor invade prdéstata, Utero ou vagina

pT4B Tumor invade a parede pélvica-abdominal

Linfonodos Regionais (N)

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

N2 Metastase linfonodos < 5cm

N3 Metastase linfonodos = 5cm

Metastases a Distancia (M)

MX Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Nenhuma metastase a distancia
M1 Metastases a distancia

O céancer de bexiga é um sério problema de saude publica, em prevaléncia,

mortalidade, efeitos na qualidade de vida dos individuos e de suas familias, e em custo
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econdmico (Brausi et al., 2011). Hoje o maior desafio do INCA, é ampliar no Brasil as
acOes de promocdo da saude, prevencdo e diagndstico precoce para reduzir os
indices de incidéncia e mortalidade do cancer, além de propiciar qualidade de vida ao
paciente (INCA, 2020). E importante ressaltar que cerca de 50% dos canceres de

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

1.3 Modelo de Inducdo Quimica do Cancer de Bexiga Urinaria Nao-Musculo
Invasivo (CBNMI)

O desenvolvimento de modelos experimentais torna-se importante na medida
em que estes auxiliam na compreensao dos fendbmenos naturais. Na ciéncia médica
permitem o melhor conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das doencas, da acao
de medicamentos ou dos efeitos das intervencdes cirurgicas (Ferreira et al., 2005).
Para investigar o CBNMI de forma mais aprofundada, compreender os efeitos de
medicamentos ja existentes no mercado, e buscar o desenvolvimento de novas
terapias e tratamentos para o cancer de bexiga urinaria, diversos estudos utilizam tais
modelos (ratos e camundongos) (Reis et al., 2009; Reis et al., 2010; Favaro et al.,
2012; Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016).

Comprovou-se que alteracbes neoplasicas podem ser iniciadas na bexiga
urinaria de camundongos e ratos no periodo de algumas semanas de tratamento com
doses baixas de carcindgenos quimicos (Crallan et al., 2006; Reis et al., 2009) que
séo 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 rapida
inducdo do CBNMI em ratos, demonstrando que este € um carcindbgeno completo
(Hicks e Wakefield, 1972). O MNU pode atuar como iniciador e promotor da neoplasia,
podendo causar persistente metilacdo do DNA (Steinberg et al., 1990). Estudos com
animais pré-tratados com MNU confirmaram que as células tumorais,
preferencialmente, se implantam na superficie urotelial alterada (Weldon e Soloway,
1975; Soloway et al., 1983).

A carcinogénese urotelial induzida com MNU em ratos é semelhante a
carcinogénese humana, pois envolve o efeito de agentes ambientais (0 mesmo

carcindbgeno presente no cigarro de tabaco) num sistema teste geneticamente
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susceptivel (ratos Fischer 344 ou camundongos C57BL/6J). Além disso, esse tipo de
procedimento induz uma sequéncia de alteragbes morfoldgicas, iniciando com
hiperplasia simples seguida de hiperplasia nodular e papilar, progredindo
posteriormente para papiloma e, ocasionalmente, carcinomas nao-invasivos e,
finalmente, a neoplasias invasivas (Cohen, 2002; Oliveira et al., 2006; Reis et al.,
2009; Reis et al., 2010; Favaro 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 principio, o modelo animal (ratos Fischer 344 ou camundongos C57BL/6)
de inducdo quimica 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 eficacia 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 metilacdo no DNA em

diversos tecidos, induzindo o cancer (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 carcinogénese
urogenital, a saber: sao conhecidos por agir diretamente sobre o urotélio, sem
necessidade de ativacdo metabdlica; reproduz tumores de bexiga que séo
clinicamente observados em humanos, os quais tiveram origem exclusiva no urotélio,
foram espontaneos e nao-implantados e histologicamente equivalentes ao carcinoma
de células transicionais; podem ser administrados por via intravesical em doses de
pulso quantificaveis; possuem baixo custo reprodutivel e utiliza um hospedeiro
imunocompetente, o que € importante quando se estuda o tratamento com
imunomoduladores, como por exemplo, o Bacillus Calmette-Guerin (BCG); modelo de
cancer mais controlado do que aqueles que usam carcindégenos na dieta ou na agua
potavel (Perabo et al., 2005; Reis et al., 2010; Reis et al., 2012; Favaro et al., 2012;
Garcia et al., 2015; Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016).
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1.4 Sistema Imune e Cancer

O sistema imunolégico foi identificado como um fator de protecdo durante
doencas infecciosas ha mais de um século, e € comumente definido como um
mecanismo de defesa (Retirf e Cilliers, 1998; Sattler, 2017). No entanto, a defesa do
hospedeiro € apenas uma manifestacdo da funcdo geral desse sistema na
manuten¢do da homeostase tecidual e em sua integridade (Sattler, 2017). De fato, o
sistema imune é parte integrante de processos fisiolégicos fundamentais, tais como
desenvolvimento, reproducéo e cicatrizacdo de feridas, e a importante comunicacao
entre o sistema imune e outros sistemas do corpo como o sistema nervoso central, 0
sistema cardiovascular, e também com o metabolismo dos individuos, é bastante
evidente (Sattler, 2017).

No século XIX, Rudolf Virchow mostrou as primeiras evidéncias da presenca
de células inflamatdrias em tumores, sugerindo uma possivel associacdo entre
inflamacéo e cancer. Entretanto, este assunto nado foi explorado naquela época. Esse
processo foi novamente investigado, indicando que a inflamagdo possui um papel
critico na carcinogénese (Karin, 2006). O microambiente tumoral contém células da
imunidade inata (incluindo macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e células
Natural Killers ou NK) e do sistema imune adaptativo (linfécitos 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 producdo de citocinas e
quimiocinas, que atuam no microambiente tumoral. Logo, ha expressdo de Vvarios
mediadores e moduladores imunoldgicos, que estdo ativados no microambiente
tumoral (Smyth et al., 2006; Karin, 2007)

Nesse aspecto, os receptores Toll-like (TLRs) pertencem a uma familia de
receptores transmembrana que reconhecem padrbes moleculares associados a
patégenos (Kumar et al., 2011; Satoh e Akira, 2016). Os TLRs também tém um papel
fundamental na reparacgao tecidual e leséo tecidual induzida por inflamagéo (Galli et
al., 2010; Satoh e Akira, 2016). TLRs que reconhecem lipidios e proteinas ligantes
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) estdo expressos na membrana plasmaética,
enquanto TLRs que detectam acidos nucleicos virais (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9)
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estdo 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 sdo amplamente distribuidos em células do sistema imunolégico e
caracterizados como sensores imunoldgicos de patdgenos invasores. As vias de
sinalizacdo sdo desencadeadas pela deteccdo desses patdégenos, iniciando a
resposta imune inata (Xie et al., 2009). Os TLRs s&o reconhecidos por detectar
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS) incluindo virus, bactérias,
fungos e parasitas (Liew et al., 2005). Até o momento, foram identificados 11
receptores da familia dos TLRs com a caracteristica de possuirem um dominio
extracelular, constituindo mudltiplas repeticdes ricas em leucina, um dominio

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

A sinalizacdo dos TLRs induz a ativacdo dos genes de citocinas inflamatérias
como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa), IL-6 (Interleucina 6) e IL-13 (Interleucina
18), bem como a expresséo de moléculas co-estimulatérias em células dendriticas e
macrofagos. Coletivamente, cada TLR recruta uma combinacdo especifica de
moléculas adaptadoras para ativar diferentes fatores de transcricdo que darédo origem
a resposta apropriada e efetiva contra o patégeno estimulador (Akira e Takeda, 2004;
Galli et al., 2010; Satoh e Akira, 2016).

A transducdo de sinais dos TLRs ocorre através de diferentes proteinas
adaptadoras, as quais desencadeiam uma cascata de sinalizacéo envolvendo o fator
de transcricdo nuclear kB (NF-kB), proteinas-quinases ativadas por mitdgeno
(MAPKSs), p38, proteinas quinases c-jun-N-terminal (JNKs), proteinas quinases
reguladoras de sinalizacdo extracelular (ERKS) e os fatores regulatérios de interferon
(IRF3, IRF5 e IRF7) (Takeda e Akira, 2004; Akira e Takeda, 2004; Satoh e Akira,
2016).

Muitos dos efeitos conhecidos da sinalizacdo dos TLRs ocorrem atraves da
translocacdo do NF-kB e subsequente producdo de moléculas inflamatérias e
moléculas para sobrevivéncia celular, como TNF-a 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 funcéo classica dos TLRs consiste no recrutamento de leucécitos para os tecidos

infectados com posterior indugcédo de respostas imunes adaptativas (Akira e Takeda,



27

2004; Galli et al., 2010; Satoh e Akira, 2016). Sua ativagdo na superficie das células
epiteliais induz a expressao de moléculas de adesao intercelular (ICAM), as quais
desempenham um papel fundamental na implantacdo e adeséo de leucdcitos (Satoh
e Akira, 2016).

As moléculas adaptadoras envolvidas na sinalizagdo dos TLRs sé&o: fator 88 de
diferenciacéo mieldide (MyD88), TIRAP, TRIF e TRAM (Akira e Takeda, 2004; Takeda
e Akira, 2004; Satoh e Akira, 2016). A proteina MyD88 € utilizada por todos os TLRs,
a excecao do TLRS3, e ativa NF-kB e as vias das MAPKSs para induzir a producéo de
citocinas inflamatorias (Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; Satoh e Akira,
2016). TRAM e TIRAP sdo 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 sinalizacao dos
TLRs pode ser classificada de duas formas: via dependente de MyD88 (via candnica)
para a producdo de citocinas inflamatérias e via dependente de TRIF (via néo-
candnica) para a producéo de interferon (Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004,
Satoh e Akira, 2016). TLR4 é o Uunico receptor que utiliza as quatro moléculas
adaptadoras (MyD88, TRIF, TIRAP e TRAM) para desencadear sua sinalizacao
(Figura 2) (Akira e Takeda, 2004; Takeda e Akira, 2004; Satoh e Akira, 2016).

Evidéncias contraditorias apontam que sob certas condicbes, a inflamacao
promove carcinogénese, enquanto em outras ela exerce efeitos antitumorais. Este fato
pode ser explicado pela diferenca de intensidade e da natureza da resposta
inflamatdria (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). Na maioria dos casos, a
inflamacdo associada ao cancer € semelhante a inflamacédo cronica, incluindo a
producédo de fatores que estimulam o reparo tecidual e a proliferacdo e sobrevivéncia

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

No entanto, se a resposta inflamatoria se desenvolve em inflamacéao aguda, um
mecanismo efetor imunolégico é ativado com consequente regressao do tumor
(Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). Considerando os diversos elementos que
controlam os processos neoplasicos, um importante papel € atribuido aos membros
da superfamilia de citocinas (Ben-Baruch, 2006). Citocinas expressas pelas células
tumorais e células do hospedeiro desempenham um papel critico no desenvolvimento

do tumor através da regulacédo da migracao de diferentes subtipos de leucdcitos (Ben-
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Baruch, 2006). A proporcao relativa de cada tipo de célula de defesa no interior do
tumor, por exemplo, macrofagos, células T, células NK, células dendriticas, ou outros
subtipos de leucdcito, determina em grande parte o perfil imunoldgico local (Allavena
et al., 2008). Em particular, células T CD8 e alguns tipos de células do sistema
imunolégico 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 sinalizacdo dos TLRs.
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Fonte: Takeda e Akira, 2004.

Agonistas dos TLRs séo alvos de intensas pesquisas para o desenvolvimento
de novas modalidades terapéuticas para os diferentes canceres, incluindo o CBNMI
(Akira e Takeda, 2004; Favaro et al., 2012; Garcia et al., 2015). A administracao
desses agonistas exerceu fortes efeitos antineoplasicos contra tumores desenvolvidos
em camundongos e em humanos (Rakoff-Nahoum e Medzhitov, 2009). A ativacdo dos
TLRs pode causar a regressdo do tumor através do aumento da permeabilidade
vascular e por meio do recrutamento de leucécitos, os quais determinam a lise das

células neoplasicas pelas células natural killer (NK) e células T citotoxicas (Rakoff-
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Nahoum e Medzhitov, 2009). Assim, um dos efeitos mais promissores da estimulag&o
dos TLRs por agonistas especificos na terapia do céancer é a ativacdo do sistema
imune adaptativo (Krieg, 2007; Paone et al., 2008; Galli et al., 2010).

Sabe-se que o0 microambiente tumoral € composto por uma complexa rede
interconectada, que inclui fatores solGveis, como citocinas e componentes da matriz
extracelular, os quais interagem com fibroblastos, células endoteliais, células imunes
e varios tipos celulares especificos, dependendo da localizagcéo das células tumorais.
Esta diversidade define, o que alguns autores chamaram de “nichos” especificos (por
exemplo, nichos vasculares, imunes, 0sseos) envolvidos no crescimento do tumor e
no processo metastatico (Molofsky et al., 2004; Renema et al., 2016). Os quais
comunicam-se em conjunto por comunicacdes intercelulares diretas e/ ou de maneira

autdcrina/ paracrina/ enddécrina, envolvendo citocinas e fatores de crescimento.

Nesse sentido, pode-se citar glicoproteinas, como o RANKL (ligante do fator
nuclear ativador do receptor-kB) e seu receptor RANK (fator nuclear ativador do
receptor kB), membros das superfamilias TNF (Fator de Necrose Tumoral) e TNFR,
0s quais tem estimulado o interesse da comunidade cientifica, devido ao fato de RANK
ser frequentemente expresso por células tumorais, em contraste com o RANKL, que
€ comumente detectado no microambiente tumoral e, juntos, participam de todas as

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

A triade molecular envolvendo o sistema RANK/ RANKL/ OPG
(osteoprotegerina) tem sido comumente estudada por influenciar varios processos
fisiologicos e patoldgicos em todo o corpo, 0s quais incluem remodelacdo éssea,
desenvolvimento da glandula mamaéaria, desenvolvimento e migracdo de células
tumorais e modulagcdo 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 sinalizacdo tem sido bem enfatizado no o0sso, onde a sinalizagéao
RANKL/ RANK medeia a osteoclastogénese e reabsorcdo Ossea via sinalizacéo

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

Na superficie dos osteoclastos encontra-se o RANK, responsavel pela
regulacéo de varios pontos do ciclo celular da célula como ativagéo, diferenciacao e

sobrevivéncia da célula madura (Lee et al., 2010) através do seu ligante, o RANKL,
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proteina transmembrana da familia do TNF (Fator de Necrose Tumoral) (Gartrell e
Saad, 2014), a qual é expressa principalmente por ostedcitos, e também por
osteoblastos e outras células estromais, como por exemplo, os linfécitos T. O RANKL
possui trés isoformas, das quais duas apresentam dominios transmembranares que
requerem contato célula-célula (RANKL 1 e 2), e uma isoforma soluvel livre, cuja
producdo depende da acdo da enzima conversora do TNF (TACE — Tumor necrosis
factor-a-converting enzyme) ou pela acdo 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 soluvel e,
portanto, impede a diferenciacdo e ativacao dos osteoclastos ao interferir na interacao
entre RANKL e RANK (Hofbauer e Heufelder, 2001).

Porém, a expressdo de RANK/ RANKL néo se restringe a tecidos saudaveis e
numerosos estudos demonstraram sua expressao em tecidos neoplésicos. Essa
ampla distribuicdo fortalece a hipdtese de seu papel fundamental no processo
oncogénico. Estudos mostraram que uma elevada porcentagem de células tumorais
expressa RANK em varios niveis (Satini et al., 2011a; 2011b). De fato, 89% de todos
os carcinomas avaliados por Satini e seus colaboradores apresentam imunomarcacéo
positiva para RANK e aproximadamente 60% dos casos apresentaram mais de 50%
de células neoplasicas positivas (Satini et al., 2011b).

Curiosamente, a expressdo de RANK em células neoplasicas € um marcador
de mau prognostico, como demonstrado no cancer de mama (Park et al., 2014,
Pfitzner et al., 2014). Similarmente aos canceres de prostata, Pfitzner e colaboradores
demonstraram que a expressdo mais alta de RANK no tumor primario de mama estava
associada a maior sensibilidade a 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 pro-ativo na transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), e
promoveu simultaneamente migragao celular com neovascularizagao e sua expressao
foi significativamente associada a tumores metastaticos. A expressdo de RANK
também foi descrita como sendo preditiva de mau prognostico em pacientes com
metastase 0ssea, mas ndo em pacientes com metastases viscerais (Zhang et al.,
2012).
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Recentemente, foi descrito um caso clinico 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
remissao metabolica completa por mais de 18 meses, reforcando o valor terapéutico
potencial de bloquear a sinalizacdo RANK/ RANKL no osteossarcoma (Cathomas et
al., 2015). Enquanto RANK é expresso por varios tipos de células tumorais, 0 seu
ligante pode ser produzido por células tumorais ou pelo seu ambiente.
Consequentemente, RANKL pode entdo agir de maneira paracrina ou autocrina sobre

as células tumorais.

Outros estudos revelaram que a sinalizagdo de RANK/ RANKL promove o
estagio inicial no desenvolvimento do cancer de mama, levando a diminuicdo da
diferenciacéo celular - “stemness” — e EMT nas células epiteliais mamarias (Schramek
et al.,, 2010; Hanada et al., 2011). Um processo semelhante foi confirmado em
carcinoma escamoso de cabeca e pescoc¢o (Yamada et al., 2011) e em carcinoma de
endométrio (Liu et al., 2016). A expressado de RANKL foi associada a EMT e parece
ser um novo marcador para EMT em células de cancer de prostata (Odero-Marah et
al., 2008).

Jones e colaboradores (2016) forneceram a primeira evidéncia de uma
atividade quimioatrativa para RANKL. Esses autores demonstraram que o RANKL
produzido por osteoblastos e células estromais da medula éssea atrai células tumorais
gue expressam RANK, induzindo sua migracao (Jones et al., 2016). Esse mecanismo
parece ser relativamente universal e foi observado em céncer de prostata (Mori et al.,
2006; Chawla et al., 2013; Li et al., 2014), cancer de mama (Chawla et al., 2013),
cancer de colon (Van Poznak et al., 2006), melanoma (Chawla et al., 2013), carcinoma
oral de células escamosas (Shin et al., 2011), cancer de pulmao (Chen et al., 2011),
hepatocarcinoma (Song et al.,, 2011), cancer endometrial (Wang et al., 2015),
osteossarcoma (Beristain et al., 2012; Golden et al., 2015) e cancer renal (Mikami et
al., 2009). A migracao induzida por RANKL esta associada a cascatas de sinalizagédo
especificas, especialmente a ativacdo das vias da MAP quinase. Portanto, o eixo
RANKL/ RANK regula a migragédo 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, 0 RANKL é capaz de
modular o microambiente tumoral, em particular na neovascularizagdo. Os vasos
sanguineos sdo importantes para as células tumorais, pois fornecem grandes
guantidades de nutrientes e sdo usados como principal meio de migracdo dessas
células para outros tecidos, de modo a invadir 6rgéos distantes. A expressédo de RANK
foi detectada em células endoteliais e, interagindo com este receptor, 0 RANKL
impacta 0 processo angiogénico tanto por estimular a angiogénese através de um
mecanismo dependente de Src e fosfolipase C (Kim et al., 2002; Min et al., 2003),
como aumentar a sobrevivéncia celular de maneira dependente de PI3k
(phosphatidylinositol 3-kinase) / Akt (protein kinase). (Kim et al.,, 2003). O RANKL
também induziu a proliferacdo de precursores de células endoteliais e a
neovascularizacao (Benslimane et al., 2011). Este fenbmeno é exacerbado pelo VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular), que é frequentemente secretado pelas
células tumorais e que regula positivamente a expressdo de RANKL das células
endoteliais por uma regulacdo positiva da expressdo 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 imunoldgico foi inicialmente
identificado em camundongos knockout para RANKL, nos quais o desenvolvimento
de o6rgaos linféides secundarios estava comprometido, especialmente os linfonodos
(Kong et al., 1999; Mueller et al., 2012), mas também a nivel “central’, onde a
maturacdo das células do timo, necessérias para o desenvolvimento de células T,
foram afetadas (Akiyama et al., 2008; Akiyama et al., 2013). Também esta envolvido
na modulacao da resposta imune induzindo proliferacéo de células T (Anderson et al.,
1997) e sobrevivéncia de células dendriticas (Wong et al., 1997). As células T ativadas
como resultado da expressdo de RANKL estimulam as células dendriticas,
expressando RANK, para aumentar sua sobrevivéncia e, assim, aumentar a resposta
de memoéria das células T (Anderson et al., 1997). Mais recentemente, foi
demonstrado que o blogueio de RANKL pode resgatar células T especificas para o
melanoma através da delecao timica, e aumentar a resposta imune antitumoral (Khan
et al., 2014).

Os macrofagos associados ao tumor (TAMs) acumulam-se no microambiente
tumoral e, dependendo do seu fendétipo M2 ou M1, desempenham um papel no
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crescimento do tumor, na angiogénese e na metastase (Cook et al., 2013). RANK esta
presente na membrana celular de mondcitos/ macrofagos e RANKL atua como um
fator quimioatrativo para essas células (Breuil et al., 2003). Os macréfagos M2 que
expressam principalmente RANK estdo fortemente associados ao processo
angiogénico (Kambayashi et al., 2012). A sinalizagdo de RANK/ RANKL nos
macréfagos M2 modula a producdo de quimiocinas, promovendo a proliferacdo de
linfocitos T regulatérios (Treg) em favor de um ambiente imunossupressor (Fujimura
et al., 2015). No carcinoma da mama, o RANKL é produzido principalmente por
linfécitos Treg (linfocitos 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 disseminacdo de células cancerigenas e amplificacdo do
processo metastatico (Tan et al., 2011). Os linfocitos T parecem ser a principal fonte
de RANKL na tumorigénese. Se os linfécitos T produtores de RANKL estdo envolvidos
na etapa inicial do processo metastatico ou néo, os linfécitos T induzem um ambiente

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

Além da regulacdo de muitas funcdes biolégicas em todo o corpo, o sistema
RANK/ RANKL tem um papel fundamental na fisiopatologia de varios distirbios (Sisay,
et al., 2007). Considerando o papel desse sistema no desenvolvimento de células
tumorais e metastases, 0s cientistas estdo empenhados em descobrir agentes
terapéuticos direcionados a estas proteinas relacionadas ao TNF (RANK, RANKL e
OPG) e suas vias de sinalizacao, para melhor tratamento do cancer e também da

osteoporose (ostedlise dssea).

Na dUltima década, o tratamento de tumores avancados vem sendo
revolucionado devido ao desenvolvimento de novas modalidades imunoterapéuticas,
em especial os inibidores de checkpoints imunolégicos (Wei et al., 2018). O
Ipilimumab & um anticorpo monoclonal contra o receptor proteina 4 do linfocito T
citotoxico (CTLA-4), que por sua vez trata-se de um co-receptor inibitério dos
receptores de células T (TCR). Quando ocorre a co-estimulacédo do TCR e do CTLA-
4, o linfécito T desenvolve tolerancia em relacdo ao antigeno apresentado. J& quando
o0 CTLA-4 ¢ inibido pelo Ipilimumab, o TCR pode ser estimulado sem a co-estimulacéo
inibitdria e a resposta imune ao antigeno em questao € exacerbada (Weber, 2009;
Robert et al.,, 2011; Tarhini, 2013; Schadendorf et al., 2015). Ap6s o0 sucesso do

Ipilimumab no tratamento de melanoma metastatico, outros inibidores de checkpoints
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foram desenvolvidos, focando na inibigdo do receptor de morte celular programada 1
(PD-1) ou de seu ligante (PDL-1) (Patnaik et al., 2015; Larkin et al., 2015; Chang et
al., 2016; Rosenberg et al., 2016; Kang et al., 2017). Trata-se também de um receptor
inibitorio, cuja estimulacao resulta em inativacao de linfocitos T ja sensibilizados contra
determinado antigeno. Ja estdo disponiveis para a prética clinica 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 expressdo de PD-L1 e
PD-1, que formam um sistema complexo de receptores e ligantes envolvidos no
controle da ativacédo de células T. Em tecidos normais, PD-L1 é expresso em células
T, células B, células dendriticas, macréfagos, células-tronco mesenquimais,
mastdcitos e outras células ndo-hematopoiéticas (Wang et al., 2016). PD-L1 também
€ expresso por tumores, auxiliando os mesmos na evasdao de sua deteccdo e
eliminacdo pelo sistema imune do hospedeiro (Wang et al., 2016; Yu et al., 2016;
Diggs et al., 2017). O conhecimento em relacdo 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 superfamilia B7. E uma proteina transmembrana de 40 kDa, codificada

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

As células T reguladoras (Tregs), um subconjunto Unico de células T auxiliares
CD4+, caracterizadas pelo fenétipo CD4+ CD25+, podem suprimir a proliferacdo e a
secrec¢do de citocinas dos linfocitos T efetores através da imunorregulagéo. O FOXP3,
um fator de transcricdo 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 superficie mais especifico e confiavel de
Tregs (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003). FOXP3 é
considerado um biomarcador e fator prognéstico para tumores malignos humanos
(Schreiber, 2007). Estudos realizados com 1270 amostras tecidos, mostraram que a
infiltragé@o intratumoral por Tregs FOXP3+ foi altamente correlacionada com o subtipo
intrinseco e revelou-se como um preditor prognostico independente para pacientes

com cancer de mama (Liu et al., 2011; 2012).
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Evidéncias sugerem que PD-L1 desempenha um papel crucial na indugéo e
manutengao 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
etal., 2009; Nietal., 2012). A ligacdo entre a expressao de PD-L1 em células tumorais
e a infiltracdo de Tregs ja foi avaliada em pacientes com carcinoma gastrico e
colorretal e corroborou com seu efeito supressor na ativacdo e/ou proliferacdo de
células T (Hou et al., 2014; Zhao et al., 2014; Geng et al., 2015). A ampla expresséao
do PD-L1 avaliada, retrospectivamente, em microambientes tumorais e sua relacao
com parametros clinicopatolégicos conduziram os estudos desta via regulatéria de
sinalizacdo como potencial alvo terapéutico antineoplasico (Zou e Chen, 2008; Homet-
Moreno e Ribas, 2015).

A regulacédo positiva de PD-L1 tem sido descrita em varias malignidades e tem
sido associado ao estado clinico-patolégico de pacientes com tumores soélidos
(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 inibicdo resultava em uma
resposta clinica duradoura em ensaios clinicos recentes de varios tumores sélidos
(Hodi et al., 2010; Brahmer et al., 2012; Herbst et al., 2014; Powles et al., 2014).

Recentemente, a expressao de PD-L1 tem sido estudada com o intuito de
prever a resposta clinica a inibicdo de PD-L1, a fim de estimar quais pacientes podem
se beneficiar da terapia (Herbst et al., 2014). No entanto, sua expressao e impacto no
prognostico de pacientes com cancer de mama € 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 investigacdo da expressao imuno-histoquimica de
PD-L1 esta validada por estudos clinicos, e apresenta inegavel valor preditivo de
resposta as terapias anti-PD-1 disponiveis. Destacam-se os carcinomas de néao-
pequenas células de pulméo e carcinomas uroteliais da bexiga (Cree et al., 2016;
Chae et al., 2016; Gandini et al., 2016; Kerr et al., 2016).Desde que analises iniciais
em neoplasias de pulmao, ovario, rim e melanomas evidenciaram altos niveis de
expressdo de PD-L1 (Dong et al.,, 2002; Pardoll, 2012), estudos subsequentes
sugeriram gque seu status — independente de estratégias terapéuticas — pode estar
relacionado a progndsticos oncoldgicos (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, refor¢ca-se a importancia da avaliagéo da expressao de PD-
L1 e FOXP3 em neoplasias, uma vez que a detec¢do da proteina PD-L1 funciona
como biomarcador analitico de resposta a terapia anti-PD-L1, e a expressédo de
FOXP3 marca a infiltracdo tumoral de linfocitos Treg, que inibem a acéo de linfocitos
T citotoxicos, os quais sao importantes na deteccdo de células tumorais pelo sistema
imune. Dessa forma, PD-L1 e FOXP3 estdo sendo avaliados como potenciais

biomarcadores imunes.

1.5 Biomarcador molecular p53

No que diz respeito a previsdo de recorréncia e progressao tumoral,
biomarcadores moleculares como Ki-67, FGFR3 e p53 parecem ser promissores. Van
Rhijn e colaboradores (2010) validaram a utilidade da graduacdo molecular como um
fator prognéstico para prever resultados em pacientes com CBNMI. O painel de
consenso internacional sobre citologia e marcadores de tumor de bexiga avaliou a
utilidade prognéstica de marcadores moleculares para cancer 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 a angiogénese (VEGF, COX-2, TSP- 1) e moléculas de adesao a matriz
extracelular (E-caderina, MMPs, TIMPs, CD44, U-PA). O painel concluiu que, embora
certos biomarcadores, como Ki-67 e p53, parecam ser promissores na previsdo de
recorréncia e progressao em pacientes com cancer de bexiga, os dados ainda sao

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

Em 1979, quando a proteina p53 foi descoberta, os pesquisadores sugeriram
gue ela era codificada por um oncogene, até que pesquisas realizadas posteriormente
demonstraram que aquela proteina descoberta era produzida pelo gene P53 mutado
(Linzer e Levie, 1974). Quando o gene P53 selvagem foi descrito, a funcéo da proteina
p53 normal foi demonstrada, e os pesquisadores viram que ela era capaz de inibir a
transformacao 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 mutacfes nesse gene e consequentemente, na proteina p53 (Hollstein,
1994; Santos, 2009; Souza et al., 2011).

O cancer de célon apresenta a frequéncia mais alta de alteracdes e, em relacao
aos canceres geniturinarios, o de prostata e bexiga sdo 0os que mais apresentam
mutacdes (DeWolf, 1995; Yamaguchi et al., 1997; Lima et al., 2006; Santos, 2009).
Uma vez ativada, a proteina do p53 podera realizar as seguintes funcdes: regulacao
do ciclo celular (Gottliebe, 1996), apoptose (Lowe et al., 1993), senescéncia celular
(Tyner et al., 2002), regulagéo da angiogénese (Bouck, 1996) e ainda interagdo com
proteinas virais (Gottliebe e Oren, 1996), produtos de oncogenes (Maheswaean et al.,
1995) e fatores de transcricdo (Smith et al., 2003). E assim, evitar que linhagens de

células cancerigenas se multipliquem.

Diante da importancia da expressao de genes de reparo do DNA, o presente
estudo também propds analisar a expressdo imuno-histoquimica da proteina p53,
relacionada ao presente estudo com CBNMI induzido quimicamente e seu

comportamento apés os tratamentos.

1.6 Tratamento Primério do Cancer de Bexiga Urinaria Ndo-Musculo Invasivo —
Bacillus Calmette-Guerin (BCG)

No inicio 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
veterinario 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 aplicacdo da BCG na urologia, em especial
no tratamento de cancer de bexiga urinaria, foram publicados apenas em 1997, por
Morales e colaboradores, no qual descrevia-se sua utilizacdo intravesical (Morales et
al., 1976).

Devido ao facil acesso a bexiga urinaria e, consequentemente, acessibilidade
aos tumores que acometiam esse 6rgdo, a administracdo 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
imunolégica aos antigenos da micobactéria, viabilidade adequada dos bacilos
instilados, tamanho do tumor e contato direto com as células tumorais, em especial, a
resisténcia dos individuos aos efeitos sistémicos adversos causados pela sua
aplicacao (Kresowik e Griffith, 2009).

O céncer vesical, caracterizado por lesdes superficiais (cancer de bexiga néo-
masculo invasivo - CBNMI), apresenta elevada taxa de recidiva e progressao apés
resseccdo endoscopica (Askeland et al., 2012). Os tumores superficiais séo
classificados em 3 estagios: Tis - carcinoma in situ; Ta - papilifero 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 primario do
CBNMI baseia-se no tratamento cirdrgico através da RTU, seguido da imunoterapia
intravesical com BCG, para diminui¢do da recidiva e prevenc¢éo da progressao tumoral
(Askeland et al., 2012). Contudo, 20% - 30% desses tumores apresentam progressao
e 70%, recorréncia pos-tratamento exclusivo com RTU (Kemp et al., 2005; Askeland
et al., 2012).

Por outro lado, sabe-se que a terapia adjuvante com BCG diminuiu esses
indices para 30% (Hall et al., 2007; Askeland et al., 2012). Morales e colaboradores
(1976) foram pioneiros em comprovar 0 sucesso no tratamento do CBNMI com BCG.
Desde entdo, BCG é o tratamento de escolha para o CBNMI de alto risco, sendo
considerada atualmente a imunoterapia que apresenta melhores resultados, superior,
inclusive, a quimioterapia intravesical, com relacdo as taxas de recorréncia e
progressao 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 inducao dos receptores do sistema imune, TLRs 2 e 4, com consequente indugao
da expressdo de citocinas tanto na urina quanto na bexiga e influxo de células
inflamatorias na parede vesical (Schamhart et al., 2000; Andreas e Brandau, 2003;
Garcia et al., 2015; Garcia et al., 2016). Citocinas como TNF-a, fator estimulante de
colénias de macrofagos (GMCSF), interferon (IFN) e interleucinas (ILs) induzem
resposta de linfocitos 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), ap0s a instilagdo de BCG,
a parede vesical apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por linfécitos e
granulécitos com inducdo de resposta imune de longa duracédo, a qual pode persistir
por mais de um ano. Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a
possivel correlacdo entre expressao de citocinas e resultado da terapia é alvo de
intensa investigacéo (Schamhart et al., 2000).

Ainda, Pook e colaboradores (2002) demonstraram que células tumorais do
CBNMI que internalizaram BCG apresentaram diminuicao celular de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Estes mesmos autores verificaram que a combinacao de BCG e
0 antioxidante N-acetilcisteina causou significante reducdo de EROs e aumento da
citotoxidade nas células neoplasicas e sugeriram que os efeitos ndo-imunoldgicos 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 a falha do tratamento, efeitos
adversos e intolerancia que ocorrem em mais de dois tercos dos pacientes (Perabo et
al., 2005).

Complicacdes severas e Obito relacionados ao tratamento foram descritos
(Berry et al., 1996). Efeitos secundarios graves ocorrem em <5% de todos os
pacientes submetidos a imunoterapia intravesical com BCG (Babjuk et al., 2008).
Estima-se que aproximadamente 5-10% dos pacientes ndo conseguem completar o
tratamento de inducdo com BCG, acarretando na interrupcédo do esquema terapéutico
(Bohle et al. 2003; Ojea et al., 2007). A toxicidade da imunoterapia intravesical com
BCG pode ser dividida em efeitos colaterais locais e sistémicos. Os efeitos colaterais
locais mais comuns incluem disuria (71%), hematuria (29%) e contratura vesical (3%)
(Hall et al., 2007). J4& os efeitos colaterais sistémicos podem ser divididos em
infecciosos (cistite bacteriana, epididimite, prostatite, infec¢des uretrais, sepse) e nao-
infecciosos (artralgias, reacdes cutaneas, anafilaxia), sendo que os sintomas de
febres e calafrios ocorrem em 30% dos pacientes; epididimite, prostatite e infecgdes
uretrais em 4%, sepse em 1%; e artralgias e reagfes cutdneas em 6% (O'Donnell e
Bohle, 2006; Hall et al., 2007).

Apesar disso, até hoje, ndo ha no mercado nenhuma outra terapia mais eficaz

gue 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 classicas, sdo muito relevantes. Nesta linha, h4 uma intensa busca pelo
desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do céancer, incluindo o
CBNMI. Em face do papel estratégico dos imunoterapicos e dos avancos da
nanotecnologia para produgcdo de novas moléculas com atividade farmacoldgica,
destacam-se 0s compostos que atuam como agonistas dos TLRs, o0s quais

representam candidatos promissores contra o cancer.

1.7 Nova Perspectiva Terapéutica para o Cancer de Bexiga Urinaria Nao-Muasculo
Invasivo: O Modulador de Resposta Biol6gica — Complexo Fosfato Inorganico |
(MRB-CFI-1) - OncoTherad®

Embora o uso da RTU com quimioterapia ou imunoterapia adjuvantes
represente um importante avango no tratamento do CBNMI, o manejo deste tumor,
principalmente para os de alto grau, continua sendo um desafio, devido as altas taxas
de recorréncia e progressao para os fenotipos musculo invasivo e/ ou metastaticos
(Garcia et al., 2016).

Diferentes agentes quimioterapicos convencionais como: Gemcitabina,
Mitomicina, combinagdo Gemcitabina e Mitomicina, Docetaxel e Valrrubicina tém sido
utilizados na recorréncia do CBNMI ap6s uso da imunoterapia intravesical com BCG
(Lightfott et al., 2011; Steinberg et al.,, 2011). A Valrrubicina, um analogo
semissintético da Doxorrubicina, foi aprovada pelo 6rgéo regulador norte-americano
FDA (Food and Drug Administration) para uso em casos especificos 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 tém sido utilizados (Lightfott et al., 2011).

Contudo, nenhum destes esquemas terapéuticos foram superiores ao uso
isolado do BCG. A opcgéo cirurgica para tais casos, cistectomia parcial ou total, esta
frequentemente associada as altas taxas de morbidade e mortalidade. Além disso,
para alguns pacientes, a cistectomia ndo constitui uma opcéo disponivel devido a
presenca de comorbidades concomitantes. Assim, € de fundamental importancia o

desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas que previnam a progressao da
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doenca, permitam a preservacdo do 6rgdo e a qualidade de vida dos pacientes e,

finalmente, que fornecam uma opcao para aqueles que sao inelegiveis a cistectomia.

Compostos que sdo capazes de agir como agonistas dos TLRs podem
representar candidatos promissores a serem desenvolvidos como medicamentos
contra o cancer. Nesse contexto, destaca-se 0 uso do agregado polimérico anidridico
fosfolinoleato-palmitoleato de amdnio e magnésio (P-MAPA), o qual tem sido proposto
com resultados promissores no tratamento do CBNMI (Favaro et al., 2012; Garcia et
al., 2015; Dias et al., 2016; Garcia et al., 2016). O P-MAPA é um biopolimero néo-
linear, com massa molecular de 320 kDa, produzido por método biotecnoldgico
utiizando o fungo Aspergillus oryzae (Nunes e Duran, 2003). Os principais
componentes da molécula sdo Mg?*, NH**, fosfato, acidos linoleico e palmitoleico e
proteina. O conteludo percentual de proteina esta ao redor de 0,5%, com massa
molecular de 10 kDa. Os aminoé&cidos encontram-se distribuidos 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 Duran, 2003).

Experimentos in vitro com células HEK293 destacaram que o tratamento
dessas células com P-MAPA ativou o NF-kB com consequente estimulagdo dos TLRs
2 e 4 (Favaro et al.,, 2012). Garcia e colaboradores (2016) demonstraram que a
imunoterapia intravesical com P-MAPA promoveu distinta ativacdo do sistema imune
inato mediada por TLRs 2 e 4 em relacdo ao BCG, resultando no aumento da via de
sinalizagdo para interferons (TRIF, IRF3, IFN-a e IFN-y) e aumento dos niveis
proteicos de p53. Assim, esses mesmos autores concluiram que o P-MAPA atuou
como agonista dos TLRs 2 e 4 e ativou p53, melhorando o estado imunoldgico no
CBNMI.

Embora o P-MAPA constitua um importante composto para o tratamento do
CBNMI, os seus processos de obtencdo, purificacdo e caracterizacdo sdo muito
complexos e estdo associados a um custo elevado. Os produtos derivados de fungos,
como por exemplo o P-MAPA, sdo misturas complexas de numerosas entidades
guimicas. A caracterizacado completa de cada constituinte individual em medicamentos
provenientes de fungos ou bactérias representa uma tarefa dificil. Assim, mesmo o P-

MAPA apresentando um excelente resultado em CBNMI, sua caracteriza¢do quimica
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ainda ndo esta completamente definida, o que dificulta o controle de seus lotes de
producédo e a garantia de qualidade. A questéo crucial para a aprovacao de farmacos
de origem fungica ou bacteriana é se os futuros lotes comercializados terdo o0 mesmo

efeito terapéutico que o observado em ensaios pré-clinicos e clinicos.

Considerando a importancia do desenvolvimento de farmacos que possam ser
administrados por via intravesical e que atuem como agonistas dos TLRs, o laboratério
de Carcinogénes Urogenital e Imunoterapia (Instituto de Biologia — UNICAMP),
liderado pelo professor Dr. Wagner José Favaro, em parceria com o NANOBIOSS
(Instituto de Quimica — UNICAMP), liderado pelo Prof. Nelson Duran, desenvolveu um
composto sintético com propriedades antitumorais e imunolégicas muito similares ao
P-MAPA, denominado MRB-CFI-1 (Modificador de Resposta Biologica — Complexo

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

O MRB-CFI-1 € um composto nanométrico de magnésio, aménio e fosfato de
tamanho entre 420-530 nm que possui patente depositada na fase incial nacional do
PCT (Numero: BR 1020170127680) pela agéncia de inovacdo INOVA — UNICAMP.
Foram utilizadas varias propor¢cdes dos diferentes componentes do P-MAPA até
chegar a uma estrutura semelhante na auséncia total de proteinas e lipideos, e com
particulas em escala nanométrica (Figura 3 — Analise por difracdo de raios X — XRD).
Apds um estudo exaustivo, foi obtida a melhor propor¢céo para obtencdo do fosfato
cristalizado (sintético), o qual foi denominado de Complexo Fosfato Inorganico 1 (CFI-
1). Na Figura 3 sdo observadas algumas diferencas nas fases cristalinas do P-MAPA
[regiBes (002) e (011)] e CFI-1 [(021) e (004)] (Dados nao publicados — Favaro et al.).
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Figura 3: Andlise de XRD: Comparacéao entre P-MAPA e CFI-1.
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Fonte: Laborat6rio de Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia.

Nas analises de termogravimetria (TGA) sdo encontradas outras diferencas
entre o PMAPA e o CFI-1 (Figura 4). Nesta andlise a perda de agua 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 agua foi menor, considerando a mesma
temperatura de 100°C, uma vez que esse complexo inorganico ndo possui grupos
aminos (10% de perda de massa) (Figura 4). E as anadlises de calorimetria de
varredura diferencial (DSC) demonstraram que o ponto de fusdo do CFI-1 foi maior
gue o do P-MAPA (Figura 5).
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Figura 4: Andlise de TGA: Comparacao entre P-MAPA e CFI-1.
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Figura 5: Andlise de DSC: Comparacéao entre P-MAPA e CFI-1.
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Apés a caracterizacdo da parte inorganica do composto MRB-CFI-1, foi
desenvolvida e caracterizada a parte proteica. A parte proteica do MRB-CFI-1 foi
desenvolvida em funcédo da parte proteica do P-MAPA. A proteina presente no P-
MAPA (0,5%) possui peso molecular de 10-12 kDa, sendo constituida por Arginina
(35,2%), Serina (7,6%), Treonina (3,6%) e Tirosina (0,5%). A partir dessa composi¢ao,
buscou-se uma proteina extraida de fonte natural animal que tivesse uma distribui¢cao
de aminoacidos semelhante a do P-MAPA. Apés varios experimentos, foi encontrada
uma proteina que apresentou alto grau de complexacdo com o CFI-1, com peso
molecular entre 14-16 kDa e com a seguinte distribuicdo de aminoacidos: Arginina
(9%), Serina (8%), Treonina (7%) e Tirosina (2%), sendo denominada de P14-16.
Embora ndo seja a mesma proteina presente no P-MAPA, a proteina do MRB-CFI-1

€ muito similar.

A sintese detalhada do MRB-CFI-1 ndo pode ser descrita, pois esta sob sigilo
de patente pela INOVA-UNICAMP. Uma possivel hipétese do mecanismo de acéo
tanto do P-MAPA como do MRB-CFI-1 em desencadear a estimulacdo do sistema
imune é a fosforilacdo de aminoacidos hidroxilados como serina, treonina e tirosina
por compostos que apresentam sais de fosfato. As analises dos cristais da proteina
P14-16 por densidade eletrbnica de Fourier demonstraram que o ion magnésio pode
se complexar facilmente entre os aminoacidos Asp52, GIn57 e Glu35, demonstrando

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

Ainda, uma outra hipétese do mecanismo de acdao do composto MRB-CFI-1 é
a ativacdo local do sistema imune no microambiente tumoral. A literatura
especializada tem demonstrado que a administracdo intratumoral de determinados
compostos de fosfatos ativam o sistema imune no microambiente tumoral, levando a
uma importante regressao tumoral (Shirota et al., 2012; Corrales et al., 2015). Shirota
e colaboradores (2012) demonstraram que a administracdo intratumoral de
oligonucleotideos CpG reduzem a atividade imunossupressora de células
supressoras derivadas da linhagem miel6ide (MDSC). Além disso, verificaram que as
MDSC monociticas do microambiente tumoral expressaram TLR e responderam a
estimulacao de oligonucleotideos CpG por intermédio da perda de sua capacidade de
suprimir a funcéo das células T, pela producéo de citocinas Thl e de sua diferenciacao
em macréfagos com capacidade tumoricida, contribuindo para a regresséo tumoral.

Similarmente, Corrales e colaboradores (2015) demonstraram que a administracao
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intratumoral de derivados dinucleotideos ciclicos sintéticos ativaram o fator
estimulador do complexo de genes de interferon (STING), induzindo uma significativa
regressao de tumores estabelecidos em camundongos, bem como promoveram uma
substancial reposta imune sistémica que foi capaz de eliminar/ reduzir as metastases

a distancia.

A fim de caracterizar a estrutura quimica e 0s mecanismos antitumorais e
imunomodulatérios do composto MRB-CFI-1, o presente trabalho foi desenvolvido,
objetivando posicionar esse composto como uma possivel alternativa terapéutica para
o CBNMIL.

1.8 Justificativa

Considerando que o tratamento com BCG apresenta diversos efeitos colaterais
e falha em grande parte dos casos; associada a necessidade de desenvolvimento de
farmacos que possam ser administrados por via intravesical e que atuem como
agonistas dos TLRs, e que principalmente, reduzam as taxas de recorréncia,
progressao tumoral, e tenham impactos positivos na evolugéo clinica dos pacientes
com CBNMI; o nosso laboratorio — Laboratorio de Carcinogénese Urogenital e
Imunoterapia (LCURGIM), liderado pelo professor Dr. Wagner José Favaro, em
parceria com o NANOBIOSS (Instituto de Quimica — UNICAMP), liderado pelo Prof.
Dr. Nelson Durén, desenvolveu um composto sintético com propriedades antitumorais
e imunoldgicas muito similares ao P-MAPA, denominado MRB-CFI-1 (Modificador de
Resposta Biologica — Complexo Fosfato Inorganico-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 regressédo significativa do tumor, indicando um
importante efeito antitumoral deste composto envolvendo a via sinalizagdo para
interferon mediada por TLR4. Assim, a contribuicdo do presente estudo para o
desenvolvimento do OncoTherad® (MRB-CFI), além de caracteriza-lo quimicamente,
€ identificar os possiveis mecanismos de acéo e seus efeitos bioldgicos no tratamento

do cancer de bexiga urinaria ndo-musculo invasivo em camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar os possiveis mecanismos de acao e os efeitos bioldgicos do MRB-
CFI-1 (OncoTherad®), bem como de seus componentes (CFI-1 e P14-16) no
tratamento do cancer de bexiga urinaria ndo-muasculo invaivo induzido quimicamente,
comparados ao tratamento com BCG, considerado o padréo ouro para tratamento de
cancer de bexiga.

2.2 Objetivos Especificos

O objetivo geral do estudo sera alcancado através dos seguintes objetivos especificos:

» Caracterizar a histopatologia do CBNMI de camundongos C57BL/6J induzidos
guimicamente e comparar a progressao tumoral frente ao composto MRB-CFI-
1 e seus constituintes (CFI-1 e proteina P14-16);

» Caracterizar e comparar os efeitos do composto MRB-CFI-1 e seus
constituintes (CFI-1 e proteina P14-16) nas vias de sinalizacdo dos TLRs 2 e 4
(TLR2, TLR4, IKK-a, MyD88, NF-kB, IL-6, TNF-a, TRIF, IRF3, IFN-y) e p53;

» Caracterizar e comparar os efeitos do composto MRB-CFI-1 e seus
constituintes (CFI-1 e proteina P14-16) no sistema RANK/ RANKL e os
marcadores de Linfocitos Treg PD-L1 e FOXP3, por imunomarcacao no CBNMI

de camundongos induzidos quimicamente;

» Quantificar por western blotting a expressao de PD1/PDL.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Grupos experimentais: Indugdo do CBNMI e Tratamento

Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com os
Principios Eticos em Pesquisa Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, de acordo com as Diretrizes da American Psychological
Association para Conduta Etica no Cuidado e Uso de Animais. Os protocolos do
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Campinas,
0 protocolo seguiu rigorosamente 0s principios éticos em pesquisa animal (CEUA / IB
/ UNICAMP - protocolo numero: 4579-1 / 2017).

No Centro Multidisciplinar de Investigacbes Bioldgicas (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), foram obtidos 60 camundongos
C57BI / 6J fémeas, 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 polietiieno 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 22°C e com livre acesso a racéo e

agua filtrada.

Figura 6: Camundongos C57BIl/ 6J em caixas de polietilieno demonstrando o
enriguecimento ambiental.

Fonte: arquivo pessoal.
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Apés o periodo de adaptagcdo, dez animais foram destinados ao Grupo
Controle, para comparacdo da bexiga saudavel. Nos demais animais o cancer 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 ap0s as inducdes de
CBNMI, os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em 5 grupos: Cancer (n
= 10), Cancer + BCG (n = 10), Cancer + OncoTherad® MRB-CFI-1 (n = 10), Cancer-
P14-16 (n = 10) e Cancer-CFI-1 (n = 10).

Os animais do grupo Céancer e do grupo Controle, foram eutanaziados uma
semana apos a Ultima inducdo do CBNMI (Figura 7), pois o estudo pretendeu avaliar
se os tratamentos foram capazes de impedir a progressédo tumoral, e para isso foi
necessario o estadiamento do CBNMI nos animais do grupo Céancer. Ja o grupo
Controle, justifica-se pela necessidade de comparacdo das bexigas dos grupos

tratados com uma bexiga saudavel.

Uma semana ap0s a ultima indu¢do dos CBNMI, os demais grupos comecgaram
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 Cancer + 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 Cancer + P14-16 recebeu 0,10 ml de proteina (dose de 20
mg/ml) e o grupo Cancer + 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, S&o Paulo,
Brasil) e xilazina 2% (5 mg / kg, ip; Ceva Animal Health Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Os
animais permaneceram anestesiados por aproximadamente 45 minutos apdés o

cateterismo para evitar a mic¢ao espontanea.
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Figura 7: Delineamento experimental.
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P14-16 Inducao CBNMI 0,1 mL (20 mg/ ml) Eutanasia

CANCER + = CFI-1 ' o
CEL1 Inducao CBNMI 0,1 mL (20 mg/ ml) Eutanasia

CANCER + . BCG et
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OncoTherad®

0,1 ml (20 mg/ ml) Eutanasia

Fonte: arquivo pessoal.

Os animais foram eutanaziados uma semana apos a ultima dose do tratamento,
com injecdo i.m. (intramuscular) de xilazina e cetamina (5 mg/kg e 80 mg/kg,
respectivamente). Uma laparotomia mediana foi realizada para expor os 6rgéos, 0s
rins e os ureteres foram observados para detectar alteracdes macroscopicas. As
bexigas urinarias de 6 animais de cada grupo foram coletadas e processadas para
analise histopatoldgicas e imuno-histoquimica, as demais bexigas (n=4) de cada

grupo foram congeladas em nitrogénio liquido para analises de Western Blotting.

3.2 Andlises Histopatoldgicas

As amostras de bexigas urindrias coletadas de cada grupo (n = 6), foram
fixadas em solucéo de Bouin (acido picrico saturado, formaldeido 10% e acido acético
glacial). Apos 24 horas da fixagéo, 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 incluidos em polimero plastico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em
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seguida, as amostras foram cortadas em micrétomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165
(Slee Mainz, Mainz, Alemanha), com 5 um de espessura, coradas com hematoxilina-
eosina e fotografadas com fotomicroscopio Leica DM2500 (Leica, Munique,
Alemanha). Um uropatologista sénior analisou as lesGes da bexiga urinaria de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude da Sociedade Internacional de Patologia
Uroldgica (Epistein et al., 1998).

3.3 Andlises Imuno-histoquimicas

As mesmas amostras usadas para o estudo histopatolégico foram utilizadas
para as imunomarcacdes. As amostras foram cortadas em secbdes de 5 uym de
espessura e a recuperacao do antigeno foi realizada por protocolo padrédo. Para o
bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de bloqueio H202 as seccbes foram

incubadas a temperatura ambiente, seguindo protocolos padrao.

3.3.1 Via de sinalizacdo dos Receptores Toll-Like (TLR2, TLR4, MyD88,
IRF-3, IKK-a, NF-kB, TNF-a, TRIF, IFN-y, IL-6)

Os anticorpos primarios 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-a policlonal de coelho (SC7218, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, EUA; 1: 100), anti-NFkB policlonal de coelho (ab7970; Abcam, EUA, 1: 300),
anti-TNF-a 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-y 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 diluidos em 1% de BSA e aplicados as secdes overnight a
4 °C (Garcia et al., 2016).

Apo6s lavagem com tampéao TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo
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secundéario 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 fotomicroscépio Leica DM2500 (Leica, Munich, Germany) equipado com

camera DFC295 (Leica, Munich, Germany).

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

Durante a realizacdo das analises imuno-histoquimicas, o kit Super Sensitive
Polymer HRP IHC foi descontinuado, portanto, foi necessaria a aquisicdo de um novo
Kit, e mudancas de protocolo até entdo utilizado. Para essas analises, as mesmas
amostras de bexigas urinarias processadas para histopatologia e imunohistoquimica,
foram cortadas em um micrétomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz,
Mainz, Alemanha), com 5 ym de espessura, e a recuperag¢ao do antigeno foi realizada
por protocolo padrédo. Em seguida, as se¢0es foram incubadas em 0,3% de H20:2 para
bloquear a peroxidase endbégena e a ligacdo nado especifica foi bloqueada pela
incubacdo das secbes em solucdo de bloqueio EasyLink One (EP-12-20504,
EasyPath) em temperatura ambiente. Os anticorpos primérios 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, Califérnia, EUA, 1:500).

Os anticorpos foram diluidos em soro de cabra a 1% e aplicados aos cortes
overnight a 4°C. Os anticorpos ligados foram detectados com um kit Polymer HRP IHC
EasyLink One (EP-12-20504, EasyPath) de acordo com as instru¢des do fabricante e
posteriormente, os cortes foram revelados com diaminobenzidina (DAB) e corados
com Hematoxilina de Harris. Os cortes foram avaliados no fotomicroscopio Leica
DM2500 (Leica, Munich, Germany) equipado com camera DFC295 (Leica, Munich,
Germany).
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3.3.3 Anédlise da Intensidade de Imunorreatividade

A intensidade da imunorreatividade do antigeno foi examinada usando
fotomicroscopio Leica DM2500 (Leica, Munigue, Alemanha) equipado com uma
camera DFC295 (Leica, Munigue, Alemanha), e cinco campos para cada animal, por
anticorpo, foram capturados usando aumento de 400x. A porcentagem de células
uroteliais positivas para a bexiga urinaria 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 (auséncia 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 Propor¢cdo de Nuacleos p53 positivos e Caélculo da Intensidade da
imunorreatividade

Os nucleos p53 positivos foram contados em aumento de 100x e porcentagem
de células positivas foi determinada dividindo-se o numero de células positivas pelo

namero total de células encontradas nos campos microscopicos.

Para avaliar a intensidade das imunorreacdes dos antigenos nas células
uroteliais da bexiga urinaria foram selecionados cinco campos com aumento de 100x
(com o6leo de imersédo) para cada animal e cada anticorpo. Os resultados das
imunomarcagbes foram  analisados utilizando o  software Image J
(https://imagej.nih.goVv/ij/) em Analise de Perfil Macro a partir da selecéo do urotélio e

quantificacdo 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
subtraidas de 100%, ou seja, os valores representam o total de células uroteliais no
campo que apresentaram imunorreagdo para o anticorpo avaliado. A analise da

Intensidade da Imunorreatividade foi realizada a partir da categorizacdo da
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imunorreagdo 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 graficos de colunas e
equivalem a porcentagem de células uroteliais no campo que apresentou marcacao

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

3.5 Western Blotting: PD-1/PD-L1

Amostras da bexiga urinaria de 4 animais de cada grupo experimental foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente, submetidas as
analises de Western Blotting. A bexiga urinaria foi homogeneizada em RIPA Lysis
Buffer (Merck Millipore, Massachusetts, EUA), contendo Triton-x-1% e inibidor de
protease cocktail 10 ul / ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os extratos da bexiga

urinaria foram obtidos por centrifugacéo por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C.

A determinacdo da concentracdo de proteina foi realizada pelo método de
Bradford e analisada por ELISA (Multiskan FC Photometer, Standard; Thermo Fisher
Scientific, EUA). Os 50 microgramas correspondentes de proteina foram aplicados ao
gel de SDS-poliacrilamida. Apés a eletroforese, o material foi transferido eletricamente
para membranas de nitrocelulose. As membranas foram blogueadas com RAPID
Block Solution (GE Healthcare Life Science, Estados Unidos) diluida em TBS-T por
dez minutos e incubadas overnight com anticorpo priméario (mouse monoclonal anti-
PD-1/ PD-L1 SC51802L; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA; diluicdo: 1: 1.200).
Apos lavagem com tampéao TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com
0 anticorpo secundario (anti-mouse 1gG A2304, 1:10.000, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA; anti-rabbit IgG AP132P, 1:5.000, Millipore, Massachusetts, EUA) diluidos
em BSA a 1%. Apos nova série de lavagens com TBS-T, a atividade da peroxidase foi
revelada com o cromégeno diaminobenzidina (DAB). O anticorpo mouse monoclonal
anti- B-actina (SC47778, 1. 750; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) foi usado

como um controle enddgeno.

A intensidade da marcacgao obtida nas diferentes situagdes foi determinada por

densitometria usando o programa de analise de imagem NIH ImageJ 6.0 (National
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Institute of Health, EUA. Disponivel em: http://rsb.info.nih.gov/ij/) (Garcia et al., 2016).

3.6 Andlises Estatisticas

O Teste de Proporcdes (Teste do Qui-quadrado) foi aplicado para analises
histopatolégicas com dados qualitativos. Para as analises Imuno-histoquimicas e de
Western Blotting, foi calculada a média de imunorreatividade ou intensidade de cada
grupo e os dados foram avaliados por meio de analise de variancia (ANOVA),
complementada pelo teste de Tukey quando apresentassem normalidade. Na
auséncia de normalidade, foi realizado o teste de variancia ndo paramétrica de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Student-Newman-Keuls. As imunorreatividades
por categoria de intensidade de marcacdo foram representadas em graficos de
colunas e os dados foram avaliados através da andlise de variancia (ANOVA Two
Way), complementada pelo teste de Tukey para cada nivel de imunorreacédo (ausente,
fraco, moderado ou forte). Os softwares GraphPad Prism, versdo 7.00 (GraphPad
Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA) e BioEstat 5.0 (Mamiraua Civil Society /
CNPq, Belém, PA, Brasil) foram utilizados para realizar as analises e confec¢édo dos
gréaficos. A significancia estatistica 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 macroscopicos das
bexigas urinarias

Durante a eutanasia dos animais, foi realizada a observagédo macroscopica da
estrutura e integridade dos 6rgaos do aparelho urinario (bexiga, rins e ureteres). Os
resultados s&o apresentados na Tabela 2 e as bexigas representativas de cada grupo
podem ser observadas na Figura 8.

As bexigas dos animais do grupo Controle ndo demonstraram alteracdes
estruturais aparentes, como esperado, as paredes das bexigas apresentam-se finas,
translicidas e com vasculariza¢do normal, sem presenca de lesdes (Figura 8-A). Os
rins demonstraram consisténcia compacta e dura, de cor avermelhada, sem nenhuma

alteracdo macroscopica, assim como os ureteres (Tabela 2).

Em contrapartida, os animais do grupo Cancer apresentaram diversas
alteracdes no trato urinario, como espessamento em todas as bexigas (70% leve e
30% intenso), bem como aumento da vascularizagdo em 50% dos casos, a presenca
de lesdes vegetantes foi observada em 80% das bexigas (Tabela 2, Figura 8-B). A
maioria dos animais do grupo Cancer apresentarem hidroureter uni ou bilateral, foi
observado nesse grupo leséo renal em um dos animais, caracterizada pela presenca

de um nédulo esbranquicado (Tabela 2).

Alguns animais tratados com OncoTherad® apresentaram leve espessamento
da bexiga (60% dos casos) e apenas um animal apresentou lesdo aparente (10%), a
vascularizacdo da bexiga foi considerada normal na maioria dos casos, porém, 30%
das bexigas analisadas apresentaram a vascularizacdo um pouco aumentada,
contudo alguns animais exibiram bexigas urinarias com aspecto macroscopico normal
igual as do grupo Controle (Tabela 2, Figura 8-C). Discreto hidroureter uni ou bilateral
também foi observado nesse grupo, e nenhum animal apresentou lesées aparentes

nos rins, 0s quais demonstraram aspecto macroscopico normal.

Os animais tratados com P14-16 também nao apresentaram lesbes

macroscopicas nos rins, porém a presenca de hidroureter bilateral predominou nesse
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grupo. As bexigas urinarias apresentaram espessamento leve em 50% dos animais
desse grupo, e 20% apresentaram lesdes vegetantes, porém a vascularizagdo de 80%

das bexigas exibiu aspecto normal (Tabela 2, Figura 8-D).

No grupo Cancer + CFI-1 a maioria das bexigas apresentaram-se espessadas
(50% leve e 30% intensa), porém em sua maioria com vascularizacdo normal (70%)
(Figura 8-E) e apenas 10% com leséo vegetante aparente. Hidroureter unilateral foi
observado na maioria dos animais desse grupo, porém, nenhum rim apresentou

lesBes aparentes (Tabela 2).

Curiosamente, no grupo tratado com BCG a maioria das bexigas apresentaram
intenso espessamento, e acentuada vascularizacdo, porém sem nenhuma leséo
aparente (Figura 8-F). Hidroureter bilateral foi observado em 80% dos animais desse

grupo, e nenhuma leséo renal aparente foi observada (Tabela 2).
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Tabela 2: Aspectos macroscopicos das bexigas urinarias e a incidéncia nos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais (n=10 animais/grupo)

SENIEE Céancer + Céancer + Céancer +
Aspectos Macroscopicos Controle Cancer OncoTherad®
P14-16 CFI-1 BCG
MRB-CFI-1

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
Lesdo 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
Vascularizagdo 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 leséo 10/10 9/10 10/10 10/10 10/10 10/10
Com les&o | 0 1/10 0 0 0 0

Incidéncia = nimero de animais que apresentaram determinada caracteristica/ nimero total de animais do grupo experimental.
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Figura 8: Fotografias das Bexigas Urinarias representativas dos diferentes grupos
experimentais.

Imagens representativas dos grupos experimentais: (A): Controle, exibindo bexiga saudavel, com
parede fina, semi-translicida e vascularizagdo normal; (B): Céancer: destacando varios pontos de
espessamento (—) e vascularizagdo normal; (C): Cancer+OncoTherad® - MRB-CFI-1, mostrando uma
bexiga levemente espessada e e de vascularizacdo normal; (D): Cancer+P14-16: bexiga espessada
(—), altamente vascularizada (seta larga) e destacando a presenca de lesGes (circulos); (E):
Cancer+CFI-1, bexiga com discretos pontos de espessamento (—) e vascularizacdo aumentada em
alguns pontos (seta larga); (F) Cancer+BCG: bexiga altamente espessada (—) com discreta
vascularizacdo (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 progresséo tumoral
em camundongos com CBNMI induzido quimicamente

O trato urinario dos camundongos do grupo Controle ndo apresentou alteracdes
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histoldgicas. O urotélio normal consistia em duas ou trés camadas de células: camada
de células basais, apoiadas na membrana basal; camada de células intermediarias e
uma camada superficial ou apical, que consiste em células guarda-chuva (Figura 9-
A, Tabela 3). O trato urinario do grupo cancer apresentou severas alteracoes
histopatolégicas, 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 neoplasicas ou cordfes de células que invadem a
mucosa conjuntiva, figuras mitoticas frequentes e células pleomorficas com nucleos
estendidos e diferenciagdo escamosa focal ilustram o carcinoma pT1 (Figura 9-F). O
carcinoma pTis foi caracterizado pela proliferacdo de células uroteliais em um urotélio
plano, células com atipia, como ndcleos gigantes, reducéo do citoplasma e mdltiplos

e protuberantes nucléolos (Figura 9-D).

Ao contrario, o grupo tratado com OncoTherad® (MRB-CFI-1) apresentou
100% de regressao tumoral, o que € um G6timo prognostico. Bexiga e trato urinario
normal foram visualizados em 50% dos animais, hiperplasia plana em 16,7% e
neoplasia intraurotelial de baixo grau em 33,3%, que ndo se caracterizam como lesdes
malignas (Figura 9, Tabela 3). A hiperplasia plana foi caracterizada pelo
espessamento do urotélio e pela inexisténcia de atipias citolégicas (Figura 9B). A
presenca minima de atipia, com aumento da proliferacdo celular e espessamento do

urotélio (Figura 9C), caracterizou a neoplasia intraurotelial de baixo grau.

Os animais tratados com P14-16 apresentaram 50% de regressao tumoral,
assim como CFI-1 (Tabela 3). O tratamento com BCG apresentou regresséo 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 lesdes
papilares ou ndo papilares, um arranjo desordenado de células uroteliais e perda de
polaridade, nucleos pleomorficos e hipercrométicos e nucléolos protuberantes,
conforme mostrado na Figura 9-E, na qual esta representada uma lesao papilifera

invertida, muito comum em camundongos.
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Figura 9: Histopatologia representativa das bexigas urinarias de camundongos dos diferentes grupos experimentais.

Figuras mostram as seccdes histologicas das bexigas urindrias dos camundongos dos diferentes grupos experimentais. Os cortes foram corados com
Hematoxilina-Eosina. (A): Grupo Controle: urotélio normal composto de 2-3 camadas, (<) vaso sanguineo, tecido conjuntivo. (B): Grupo Cancer + BCG:
Hiperplasia plana, evidenciando espessamento do urotélio e auséncia de atipia citoldgica. (C) Grupo Cancer + OncoTherad®: Neoplasia Intraurotelial de Baixo
Grau, caracterizada pela presenca minima de atipia celular. (D) Grupo Céncer + CFI-1: Neoplasia Intraurotelial de Alto Grau - Carcinoma in situ (pTis),
mostrando proliferacdo desordenada de células uroteliais em um urotélio plano. (E) Grupo Céncer + P14-16: Carcinoma Papilar Urotelial (pTa), apresentando
lesbes papilares, desordem de células uroteliais e perda de polaridade, ndcleos hipercromaticos e pleomorficos. (F) Grupo Cancer: Carcinoma Urotelial Invasivo
(pT1), apontando pequenos grupos ou corddes invadindo a mucosa conjuntiva e («) células pleomérficas com nudcleos aumentados e diferenciagdo escamosa
focal. (Ur): urotélio. (CT): tecido conjuntivo. (M): tecido muscular. Barra de escala = 50 pm.
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Tabela 3: Porcentagem das alteracdes histolégicas nas bexigas urinarias dos diferentes grupos experimentais e Inibicdo da

Progressdo Tumoral (%).

Grupos Experimentais (n=6)

: . . Cancer + Cancer + Cancer + Cancer +
Histopatologia Controle Céncer OncoTherad ® P14-16 CEI-1 BCG
(MRB-CFI-1) ; )
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 i i 0L * o # i i
de Baixo Brau 2 (33,3%) 1 (16,7%)
Neoplasia Intraurotelial
de Alto Grau — - 5 (83,3%) - 1 (16,7%) 3 (50,0%) 2 (33,3%)
Carcinoma in situ (pTis)
Carcinoma Urotelial 0
Papilifero (pTa) i ) 1 (16,7%) ) )
Carcinoma Urotelial 0 0
Invasivo (pT1) 1 (@, ) e ) -
Inibigdo da : 0% 100% ® 50% © 50% © 66,7% b

Progressao Tumoral

Taxa de inibigéo (%) obtida nos diferentes tratamentos.

* SignificAncia estatistica em comparacgéo ao Grupo Cancer (p <0,05). # SignificAncia estatistica dos grupos Cancer e Cancer+ OncoTherad® (p <0,05). Inibi¢cdo
da progressédo do tumor: Porcentagem de animais que ndo apresentavam leses malignas em comparagcdo com o grupo Cancer. Na mesma linha, valores
seguidos de letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p <0,05). Teste Qui-quadrado (Teste Z de Proporcdo). Lesdes benignas:
hiperplasia plana. Les@es Pré-Malignas: Neoplasia Intraurotelial de Baixo Grau. Lesdes malignas: pTis, pTa e pT1.
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4.3 OncoTherad® promoveu distinta ativagcdo da via de receptores Toll-Like
através do aumento da imunorreatividade da via-candnica e nao-candnica

Embora ndo tenha havido diferenca estatistica (p>0,05), em numeros
absolutos, os maiores niveis de proteina TLR2 foram detectados nos grupos
OncoTherad® (MRB-CFI-1), P14-16 e BCG, apresentando padrdo de expressao de
TLR2 semelhante ao grupo Controle. Em contraste, em animais com CBNMI induzido
guimicamente, a imunorreatividade de TLR2 foi menor apos o tratamento com CFI-1
comparado ao tratamento com OncoTherad® (MRB-CFI-1). Os dados estao

representados na Tabela 4 e podem ser confirmados na Figura 10-A.

A imunorreatividade do MyD88 foi classificada como moderada no grupo
Cancer + CFI-1 e Cancer + BCG em comparacao ao grupo Controle, que apresentou
intensa imunorreatividade para essa proteina. Dessa forma, foi possivel observar que
0s animais tratados com BCG e CFI-1 apresentaram reducdo significativa da
expressdo dessa proteina em relacdo 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 niveis dessa proteina iguais (p>0,05) ao grupo Controle.

Em animais com cancer tratados com BCG, o tratamento promoveu uma
regulacao positiva (up-regulation) nos niveis da proteina IKK-a em comparagdo 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 NFkB
no citoplasma das células uroteliais, em comparacao aos demais grupos, que exibiram
niveis moderados de proteina (Tabela 4 e Figura 10-D). O tratamento com P14-16
promoveu uma regulacao positiva de NFKB em comparagdao com o tratamento com
CFI-1 ou BCG (p<0,05). Em contraste, o tratamento com OncoTherad® (MRB-CFI-1)
aumentou a expressao de NFkB quando comparado aos grupos Controle e Cancer,

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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expressao de IL-6 (p<0,05). No entanto, ndo houve diferengas significativas apos o
tratamento com CFI-1 em comparagédo ao OncoTherad® (MRB-CFI-1).

Os niveis da proteina TNF-a foram expressivamente maiores nos grupos
Cancer, Cancer + OncoTherad® (MRB-CFI-1) e Cancer + BCG em relacao a todos os
outros grupos experimentais, apresentando intensa imunorreatividade do urotélio. No
entanto, esses niveis foram moderados nos grupos Controle, Cancer, Cancer + P14-
16 e grupo Céancer + 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
niveis da proteina TNF-a, em comparagao ao grupo Controle e ao grupo Cancer +
CFI-1 (p<0,01).

Embora néo tenha havido diferenca estatistica (p>0,05), em nimeros absolutos
0s niveis da proteina TLR4 foram maiores nos grupos Controle e Céancer +
OncoTherad® (MRB-CFI-1) em relacdo aos demais grupos, que apresentaram
padrées moderados de imunorreatividade. Os grupos Controle e Céancer +
OncoTherad® (MRB-CFI-1) apresentaram intensa imunorreatividade no urotélio
(Tabela 4, Figura 11-A). Porém, apés o tratamento com CFI-1, a expressao de TLR4
diminuiu em relagcdo ao grupo Controle. Portanto, todos o0s outros tratamentos
apresentaram padrdes de expressao de TLR4 semelhantes (p>0,05) em comparagao

com animais saudaveis (grupo Controle).

Um nivel mais alto de proteina TRIF foi encontrado nos grupos Controle e
Cancer + OncoTherad® (MRB-CFI-1). Esses grupos apresentaram intensa
imunorreatividade dessa proteina, em relacdo 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

comparagao aos camundongos tratados com BCG (Tabela 4).

Os niveis mais elevados de proteina IRF-3 foram exibidos no grupo Cancer +
BCG, em comparacao a todos os outros grupos, que apresentaram imunorreatividade
moderada dessa proteina no urotélio. Oncotherad® (MRB-CFI-1), BCG e P14-16
promoveram aumento da imunorreatividade de IRF3 em relagdo ao Grupo Controle
(p<0,01). Os dados estao tabelados (Tabela 4) e podem ser confirmados na Figura
11-C.
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Comparando os niveis de IFN-y, 0s grupos apresentaram imunorreatividade
moderada ao urotélio, exceto os grupos Cancer + OncoTherad® (MRB-CFI-1) e
Cancer + P14-16, que mostraram intensa imunorreatividade do urotélio para essa
proteina (Tabela 4, Figura 11-D) em comparac¢ao com o grupo Controle (p <0,01). No
entanto, P14-16 promoveu maior expressao de IFN-y em relagdo ao tratamento com
CFI-1 (p<0,01), assim como em relagcdo aos animais do grupo Cancer (p <0,05) e
animais saudaveis (Grupo Controle, p<0,01). O tratamento com OncoTherad® (MRB-
CFI-1) ndo apresentou diferencas significativas em comparacdo ao tratamento com
P14-16.
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Tabela 4. Médias da intensidade de imunorreatividade para os diferentes antigenos na bexiga urinaria de camundongo C57BL / 6J
dos diferentes grupos de tratamento.

Antigenos

Grupos (n=6)

Controle

Cancer

Cancer +

OncoTherad®

MRB-CFI-1

Cancer +
P14-16

Cancer +
CFI-1

Cancer + BCG

TLR-2
MyD88
IKK-a
NFk-B
IL-6
TNF-a
TLR-4
TRIF
IRF-3

IFN-y

3(75,8%) 2
3(73,9%) @
3(75,4%) 2
2 (49,1%) @
2 (63,2%) &°
2 (52,1%) 2
3(74,7%) 2
3(83,9%) 2
2 (49,0)% 2

2 (50,2%) 2

2 (66,3%) 2
2 (66,4%) 2°
2 (68,8%) 2P
2 (63,0%) 2°
2 (64,6%) 2
3 (73,5%) P°
2 (64,4%) 2
2 (62,4%) °°
2 (66,7%) 2P

2 (63,7%) 2°

3(76,5%) 2
2 (60,6%) 2°
2 (55,5%) °
2 (66,7%) °
2 (49,9%) °°
3 (76,1%) P°
3(71,1%) 2
3 (71,4%) &°
3 (71,3%) P

3 (74,7%) °°

3(71,4%) 2
3 (71,4%) &°
3(76,5%) 2
3 (72,6%) °
2 (64,7%) @
2 (69,7%) ©
2 (59,9%) 2
2 (56,5%) °°
3 (72,5%) °

3(83,1%) ©

2 (62,5%) 2
2 (55,2%) °
2 (60,9%) P°
2 (48,3%) @
2 (50,8%) °
2 (56,6%) 2
2 (61,5%) 2
2 (67,3%) ¢
3 (55,2%) 2P

2 (60,2%) 2°

3(71,7%) 2
2 (56,7%) P°
3(73,8%) 2¢
3 (64,4%) °
2 (65,4%) @
3 (80,6%) °
2 (69,8%) 2
2 (49,4%) P
2 (73,0%) °

2 (66,4%) 2°

Os valores correspondem a intensidade da imunomarcagao por proteina por grupo (1 = fraca, 2 = moderada, 3 = intensa). Os valores entre parénteses sao
equivalentes a porcentagem média de células uroteliais positivas por grupo (n = 5 sec¢des / animal / grupo). MyD88, TRIF, IRF-3, IFN-y: ANOVA, Teste de
Tukey. TLR-2, IKK-a, NFk-B, IL-6, TNF-a, TLR-4: ANOVA Kruskal-Wallis, Teste de Student-Newman-Keuls. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes

indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).
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Figura 10: Imunomarcacao comparando a Via TLR2 (via candnica) entre os
diferentes grupos.

CONTROL

CANCER

CANCER +
ONCOTHERAD®

CANCER +
P14-16

CANCER +
CFI-1

CANCER +
BCG

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades das diferentes proteinas da via TLR2 comparando
grupos experimentais: grupos Controle, Cancer, Cancer + OncoTherad® (MRB-CFI-1), Cancer + P14-
16, Cancer + CFI-1 e Cancer + BCG. (A): TLR2; (B): MyD88; (C): IKKa; (D): NFkB; (E): IL-6; (F): TNF-
a. Barra de escala: 50 um.
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Figura 11: Imunomarcacao comparando a Via TLR4 (via ndo-candnica) entre 0s
diferentes grupos.

4 A ST

CONTROL

CANCER

CANCER +
ONCOTHERAD®

CANCER +
P14-16

CANCER +
CFl-1

CANCER +
BCG

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades comparando grupos experimentais: grupos
Controle, Cancer, OncoTherad® (MRB-CFI-1), Cancer + P14-16, Cancer + CFI-1 e Cancer + BCG. (A):
TLR4; (B): TRIF; (C): IRF-3; (D): IFNy. Barra de escala: 50 um.
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44 O tratamento com OncoTherad® promoveu uma diminuicdo na
imunorreatividade de RANK, do checkpoint PD-1/PD-L1 e de FOXP3

Os animais do grupo Cancer apresentaram maior imunorreatividade da
proteina RANK em comparacdo ao grupo Controle (p<0,05). Niveis moderados de
proteina RANK foram encontrados no grupo Cancer, que apresentaram 50,4% de
células marcadas. Uma porcentagem semelhante de células positivas (55,5%) foi
encontrada apd6s o tratamento com a proteina P14-16 (Tabela 5). Embora os
resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos, em animais com CBNMI
induzido quimicamente, apés o tratamento com BCG e CFI-1, a expressdao de RANK

diminuiu em comparacéo ao grupo Cancer (Tabela 5).

ApoOs o tratamento com OncoTherad®, a expressdo da proteina RANK
apresentou imunorreatividade fraca significativa (17,7%), semelhante aos valores
expressos em animais saudaveis (grupo Controle). A expressao reduzida apos o
tratamento com OncoTherad® foi estatisticamente significativa em comparacao ao
tratamento com P14-16 (p<0,01), BCG (p<0,01) e Cancer (p<0,01). Os resultados

podem ser confirmados na Tabela 5 e na Figura 12.

A expressdao de RANKL foi moderada em todos os grupos. Embora os
resultados ndo sejam estatisticamente significativos, uma diminuicdo na
imunorreatividade desta proteina, em valores absolutos, pode ser observada apds o
tratamento com P14-16 em compara¢cdo com 0S outros grupos. A porcentagem de
células RANKL positivas foi menor apds o tratamento com OncoTherad® (48,8%), em
comparacao com o grupo Cancer (Tabela 5, Figura 12). Os animais tratados com
BCG apresentaram imunorreatividade moderada para essa proteina, igual ao grupo

Controle.

Os niveis moderados de proteina FOXP3 foram encontrados em todos 0s
grupos. Foi observado um aumento na imunorreatividade de FOXP3 em animais com
CBNMI (grupo Céancer) em comparacdo com animais saudaveis (Grupo Controle),
embora ndo estatisticamente significativo. No entanto, os animais tratados com
OncoTherad® mostraram imunorreatividade reduzida para essa proteina em

comparacao com o grupo com Cancer. Ja 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 imunomarcagdes na Figura 12.

A imunorreatividade de PD-1 / PD-L1 foi maior no grupo Cancer (62,3%) em
comparacdo ao grupo controle, como esperado. Os animais tratados com
OncoTherad® apresentaram menores valores de imunorreatividade dessa proteina e
fraca intensidade, em comparagéo ao grupo Cancer (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 proteina
(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 imunomarcacdo para os diferentes antigenos (RANK, RANKL, FOXP3 e PD-1/PD-L1)
comparando os diferentes grupos de tratamento.

Grupos (n=6)

CEEED o Cancer +
Antigenos Controle Cancer OncoTherad® (MRB- Cancer + P14-16 Cancer + CFI-1
BCG
CFI-1)
RANK - - ° -
1(29,6%) 2 (50,4%)° 1(17,7%)° 2 (55,5%) 2 (40,4%)b 2 (48,1%)2

NARNC 2 (50,2%)% 2 (51,1%) 2 (48,8%)? 2 (44,8%)? 2 (54,3%)2 2 (50,7%)2

FOXP3 2 (582%)F 2 (67,4 %) 2 (52,3%)? 2 (56,6%) 2 (57,3%)? 2 (51,2%)?
PD-U/PD-LL 4 o5 106 2 (62,30%)° 1 (25,2%)° 2 (53,3%)° 2 (53,4%)° 2 (41,8%)"°

Os valores correspondem a intensidade da imunorreatividade por proteina por grupo (1 = fraca, 2 = moderada, 3 = intensa). Os valores entre parénteses sao
equivalentes a 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 diferencas estatisticas entre os grupos (p
<0,05).
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Figura 12: Imunomarcacao das proteinas RANK/ RANKL, FOXP3 e PD-1/PD-L1 nos
diferentes grupos de tratamento.

CONTROLE

"

CANCER

~

CANCER +
ONCOTHERAD

"

CANCER +
P14-16

CFl-1

CANCER +

~

CANCER +
BCG

As figuras mostram as diferentes imunorreatividades comparando os grupos de tratamento Controle,
Céncer, Cancer_OncoTherad®, Céancer+P14-16, Cancer+CFI-1 e Cancer+BCG. (A): RANK; (B):
RANKL; (C): FOXP3; (D): PD-1/PD-L1. Barra de escala: 50 pm.

4.5 Os resultados de Western Blotting confirmam que o OncoTherad® é uma
imunoterapia que modula o checkpoint imunolégico PD-1/ PD-L1

Os resultados de Western Blotting confirmaram os resultados de imunohistoquimica

para o checkpoint imunoldgico PD-1 / PD-L1 (Figura 13).
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Figura 13: Analise de Western Blotting de PD-1/PD-L1 da bexiga urinaria dos
camundongos dos diferentes grupos de tratamento.
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Perfil de proteina representativo de cada grupo. O grafico caracteriza a expressao relativa da densidade
Optica integrada para a proteina, normalizada pela B-actina, e mostra a distribuicdo numérica dos dados
e assimetria por meio da exibicdo dos quartis e médias dos dados. ANOVA Kruskal-Wallis seguida por
Student-Newman Keuls. (*) indica diferengas estatisticas significativas (p<0,05) em comparagéo com
Céncer e BCG.

A expressédo de PD-1/ PD-L1 foi intensa no grupo Cancer em comparagao ao
grupo Controle (p = 0,006). Apds terapia com o imunomodulador OncoTherad®, esse
checkpoint foi modulado e apresentou expresséo fraca em comparagcdo com Cancer
(p = 0,02) e BCG (p = 0,0069). Curiosamente, apds o tratamento com CFI-1 (a parte
inorganica do Oncotherad®), a expressdao de PD-1 / PD-L1 também foi fraca, em
comparacao com Céancer (p = 0,04) e BCG (p = 0,014). Porém, o tratamento apenas
com a parte organica (P14-16) ndo apresentou diferencas significativas em relacao
aos demais grupos. O BCG apresentou intensa expressdo de PD-1 / PD-L1 em
relacéo ao grupo Controle (p = 0,0019) e nao apresentou diferencas significativas em
relacdo ao grupo Cancer.

4.6 OncoTherad aumentou os niveis de p53 em relagéo ao grupo Cancer

O grupo Céancer apresentou menor propor¢ao de células p53 positivas quando

comparado aos demais grupos (p<0,05) (Tabela 6, Figura 15), os quais néo
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apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparados entre si. Este
resultado € confirmado pela intensidade da imunomarcacéo, na qual o grupo Cancer
apresenta maior proporcdo de células negativamente marcadas (negative)
comparados ao demais grupos (p<0,01) os quais ndo apresentam diferencas

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 diferencas significativas em relacdo ao grupo
Céancer (p<0,05) e grupo tratado com OncoTherad® (p<0,01). A proporcao de células
moderadamente marcadas (positive) foi menor no grupo Cancer em comparacao aos
demais (p<0,01), e maior no grupo tratado com OncoTherad® em relagdo ao
tratamento com BCG (p<0,01) e P14-16 (p<0,01), porém, muito semelhante ao grupo
Controle. No entanto, a intensidade de marcacao forte (high positive) foi a menos

predominante em todos os grupos, nao diferindo entre eles.

Apesar de em todos os grupos de células fracamente marcadas (low positive)
serem predominantes, o grupo cancer chamou atencédo devido ao fato de apresentar
as maiores proporcdes 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 relacdo a porcentagem de nucleos positivos para p53, 0S grupos cancer e
tratados com P14-16 e CFI-1 apresentaram as menores propor¢des comparados aos

demais grupos (p<0,05), os quais néo diferiram entre si (Tabela 7).
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Tabela 6: Imunorreatividade total da proteina p53 nos diferentes grupos de tratamento.

Grupos (n=6)

Cancer +

Antigenos Controle Cancer OncoTherad® (MRB- Céancer + P14-16 Cancer + CFI-1 MG <
BCG
CFI-1)
P53 80,3% (1) 57,3% (0/1)2 86,5% (1/2) 82,8% (1) 82,6% (1) 74,2% (1)

Os valores séo equivalentes a média da porcentagem de células uroteliais positivas por grupo. Os valores entre parénteses correspondem a intensidade por
proteina 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 diferenca estatisticas com os demais grupos (p <0,05).

Tabela 7: Proporcéao de Nucleos p53 Positivos (%).

Grupos (n=6)

Cancer +

Antigenos Controle Cancer OncoTherad® (MRB- Céancer + P14-16 Cancer + CFI-1 CEMEEL
BCG
CFI-1)
P53 53,8%" 35,9%? 52,1%" 32,7%? 38,3%? 66,5%"

Os valores sdo equivalentes a média da porcentagem de ndcleos de células uroteliais positivos por grupo. ANOVA seguida pelo Teste de Tukey foi aplicada.
Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).



Figura 14: Grafico das Categorias de Intensidade da Imunomarcacao da proteina

p53 comparativa entre 0s grupos.
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Os valores correspondem a média da intensidade da imunomarcacao da proteina Ki-67 por grupo (0:
ausente — negative; 1: fraca — low positive, 2: moderada — positive; 3: intensa — high positive). ANOVA
Two Way foi aplicada. Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre
0S grupos para a categoria de intensidade de marcagéo.
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Figura 15: Imunomarcacao representativa da proteina p53 nos diferentes grupos de
tratamento.
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As figuras mostram as diferentes imunorreatividades da proteina p53 comparando 0s grupos e
tratamentos: Controle, Céancer, Céancer+OncoTherad®, Cancer+P14-16, Céancer+CFl-1 e
Cancer+BCG. Barra de escala: 20 um.
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5. DISCUSSAO

As analises macroscopicas do trato urinario dos camundongos indicam que néo
houve toxicidade aguda devido aos tratamentos nas doses utilizadas, o que pode ser
confirmado, principalmente, pela auséncia de lesdes renais macroscopicas ou
hidronefrose, visto que alteracdes renais sdo comuns em estudos pré-clinicos de
toxicidade de farmacos (Frazier et al., 2012). Os autores também confirmam que a
dilatacdo dos ureteres ou hidroureter pode ocorrer apds urolitiase espontanea ou
induzida pela administracdo de farmacos (Frazier et al., 2012), contudo ndo foram

constatados calculos visiveis nos camundongos tratados do presente estudo.

Entretanto, lesbes na bexiga urinaria sdo mais frequentes devido ao maior
tempo de contato da urina no interior da bexiga urinaria em comparag¢do com a uretra
ou ureteres de roedores, nos quais as lesdes sdo mais raras devido a rapida

passagem da urina nessas estruturas (Frazier et al., 2012).

Alguns animais tratados com OncoTherad® apresentaram a vascularizagcao um
pouco aumentada, assim como os tratados com P14-16 e BCG. A aparéncia mais
edematosa e avermelhada (hiperemia) das bexigas urinarias devido a dilatacdo de
vasos sanguineos 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
estimulacdo de um quadro inflamatério apdés os tratamentos. Sabe-se que a
inflamacé&o pode ser considerada um fator importante na regressao tumoral, ativando

mecanismos efetores imunoldgicos (Galli et al., 2010; Mantovani et al., 2008).

A parede da bexiga urinaria espessada pode indicar neoplasia, principalmente
espessamentos focais, e quando ocorre de forma difusa e/ou regular, geralmente esta
relacionada a condi¢cbes benignas como cistite, fiborose ou ainda, como efeito dos
tratamentos intravesicais (Cohan et al., 2009; Nicolau et al., 2009). No presente
trabalho, os espessamentos encontrados nas bexigas urinarias podem ser
decorrentes de neoplasias ou podem ser indicativos da ocorréncia de inflamacao
aguda ou cistite causadas pelos tratamentos. No entanto, foi possivel observar
diferencas no espessamento da bexiga dos animais do Grupo Céncer, enquanto o
espessamento nitido na parede das bexigas urinarias ndo apresentava a mesma
caracteristica 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
presenca de espessamento da parede da bexiga devido a inflamacao, infiltrado imune
e edema na lamina prépria como também hiperplasia urotelial, detectados
histologicamente. A presenca de espessamento da parede da bexiga urinaria
associada a hiperemia em humanos € encontrada em casos de cistite cistica ou
glandular, cistite eosinofilica e displasia (Gurbuz e Salvarci, 2020). Alteracdes nos
constituintes da urina também podem afetar superficialmente o urotélio e provocar

espessamento (Frazier et al., 2012).

Os resultados histopatolégicos descritos no presente estudo, para o modelo de
inducéo quimica de CBNMI com N-Etil-N-nitrosoureia (ENU), exibiram lesdes iguais
as encontradas por Garcia et al. (2016). Foi possivel verificar que a inducdo com ENU
também ¢é eficaz e semelhante a com MNU. ApdGs a inducdo do cancer de bexiga,
100% dos animais apresentaram lesfes caracteristicas de cancer de bexiga nao-
musculo invasivo, bem como les6es malignas pTis, pTa e pT1, semelhantes as
encontradas por Favaro et al. (2012). A regressdo tumoral ocorreu na maioria das
lesbes apos o tratamento com BCG, assim como nos experimentos realizados por
Favaro et al. (2012) e Garcia et al. (2015; 2016), os quais também mostaram

regressao tumoral significativa apés o tratamento com BCG.

O presente estudo confirmou que os tumores da bexiga urinéria, especialmente
o CBNMI, apresentam expressao diminuida de TLRs (Ayari et al., 2011; Stopiglia et
al., 2015). O grupo Cancer apresentou imunorreatividade moderada de TLR2 e TLR4
em relacdo ao grupo controle (animais saudaveis), 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 linfocitico local e producéo de citocinas inflamatérias na bexiga,
0 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 padrdo. O ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF
(TRAIL) é produzido por neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) por meio da
estimulacdo da expressdo de TLR2 apds o tratamento com BCG (Steinberg et al.,
2011). No presente estudo, os animais tratados com BCG apresentaram intensa

imunorreatividade para TNF-a.
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Garcia et al. (2016) também demonstraram em experimentos com ratos com
CBNMI-induzido, que a imunoterapia BCG intravesical aumentou os niveis de
proteinas de TLR2 e TLR4, com um consequente aumento nos niveis de MyD88, IKKa
e NF-kB, resultando em aumento de IL-6 e TNF-a. Esses mesmos autores concluiram
que a ativacéo do sistema imune local por meio do tratamento com BCG intravesical
via MyD88 foi essencial para reduzir a progressao tumoral nesses animais. A ativagcéo
de TLR4 em macrofagos resulta na sintese de varias citocinas inflamatorias que
restringem o crescimento tumoral. Em resposta a ligantes de microorganismos
patogénicos ou apos leséo tecidual, a ativacdo e manutencéo da sinalizacéo de TLRs
frequentemente resulta em inflamacdo sistémica e localizada, coagulopatia
disseminada, reparo de ferida exuberante, cicatrizacdo excessiva e fibrose

(McKeown-Longo e Higgins, 2017).

No presente trabalho, foi possivel observar que o tratamento convencional para
o CBNMI com BCG intravesical, estimulou a via canbnica, aumentando a
imunorreatividade dos componentes da via TLR2 e aumentando a producdo de
citocinas inflamatorias. Os niveis de proteina TLR2 mostraram-se aumentados apos
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 niveis
aumentados das proteinas MyD88, IKKa e NF-kB. A inducdo da via candnica (ou via
dependente de MyD88) aumenta a imunorreatividade de IL-6 e TNF-a, que sao
citocinas inflamatérias. Consequentemente, a ativacdo do sistema imunolégico pelo
tratamento com BCG, através da via dependente de MyD88, foi importante para o
reparo histopatolégico do cancer apés o tratamento com BCG. Além disso, apesar de
em numeros relativos ndo apresentaram significancia, os valores absolutos da

imunorreatividade de TLR4 também se mostraram aumentados.

Ja no grupo tratado com OncoTherad® (MRB-CFI-1) a via ndo-candénica (TLR4,
TRIF, IRF3 e IFNy) apresentou intensa imunorreatividade. TLR4 € membro de uma
familia de 10 receptores de reconhecimento de padrdes humanos inicialmente
implicados na regulagdo do sistema imunologico inato. O TLR4 também pode ser
ativado por varios componentes endogenos liberados apés uma leséo (Zeuke et al.,
2002; Gerwirtz, 2003; Hasan et al., 2005). A ativacéo de TLR4 por DAMPs, derivados
de matriz extracelular (ECM), induz a expressdo de genes fibroinflamatérios que

promovem a remodelacao tecidual normal, além do reparo de feridas. A inflamacéo
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excessiva e sustentada resulta em cicatrizagcdo prejudicada (Qian et al., 2016). A
associacdo de TLR4 com proteinas acessorias distintas ou co-receptores pode ditar a
montagem de ligantes especificos de TLR4, adaptando assim a resposta inflamatoria

para atingir resultados biolégicos especificos (Kelsh et al., 2014; Piccinini et al., 2016).

A producado de varias citocinas inflamatérias que predispdem o crescimento
tumoral é resultado da ativacao de macréfagos hospedeiros pelo TLR4. Por outro lado,
a sinalizacdo de TLR4 também estimula citocinas (IFN) que promovem efeitos
antitumorais por estimulacdo 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
funcdo supressora de tumor do sistema imunologico é crucial na dependéncia das
acoes do IFN-y que, pelo menos em parte, sdo gerenciadas para controlar a
imunogenicidade das células tumorais. O IFN-y aumenta varias vias bioquimicas
antiproliferativas e tumoricidas em macréfagos e linhagens de células tumorais, além
de ter um impacto profundo no crescimento de tumores solidos e metastases e
aparentemente desempenha um papel inicial na protecdo contra metastases (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-y gerado por células T CD8+
infiltrantes de tumor ativadas por IL-12 induziam diretamente a apoptose de células
de carcinoma hepatocelular de camundongo. Ja Shankaran et al. (2010)
demonstraram que o IFN-y gerado por células T infiltrantes de tumor pode
desempenhar dois papéis diferentes na atividade antitumoral: inducdo de células T
antitumorais e acdo tumoricida direta estimulando a sintetase de 6xido nitrico induzivel
(INOS).

O mecanismo imune inato para detecgdo 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 ativacdo espontanea de células TCD8 + contra tumores néo era confiavel em
camundongos sem o complexo de interferon do gene do fator estimulante (STING),
porém ndo em outras vias de sinalizac&o inatas, propondo o envolvimento de uma via
de descoberta do DNA citosoélico. In vitro, a producéo de IFN e a ativacdo de células
dendriticas foram desencadeadas por DNA derivado de células tumorais por meio de
STING e IRF-3 (Woo et al., 2014). No microambiente tumoral in vivo, 0 DNA da célula
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tumoral foi identificado dentro das células apresentadoras de antigeno do hospedeiro,
gue se conectaram com a ativacao da via STING e a producédo de IFN (Woo et al.,
2014). Assim, Woo et al. (2014) demonstraram que o principal mecanismo para a
imunidade inata detectar o cancer € por meio da via do hospedeiro STING, o que

representa uma importante implicacdo para a imunoterapia contra o cancer.

Nesse sentido, o OncoTherad® (MRB-CFI-1) mostrou-se um potencial
imunomodulador no tratamento do CBNMI, reduzindo 100% da progressao tumoral.
Isso foi possivel por meio da estimulacdo da via ndo-canbnica, aumentando a
imunorreatividade dos componentes da via TLR4 (TLR4, TRIF e IRF3), levando a
ativacao de IFN. Por outro lado, os tratamentos com seus compostos organico (P14-
16) e inorganico (CFI-1) ndo demonstraram efeitos satisfatorios na inibicdo da
progressao tumoral, quando usados separadamente. Esses compostos apresentaram
padrées distintos de imunorreatividades para as proteinas das vias TLRs em
comparacao aos animais saudaveis (Controle) e do grupo Cancer. Entretanto, quando
associados para formar o OncoTherad®, mostaram resultados favoraveis no que diz

respeito a imunomodulacéo da via TLR e reducéo da progressdo do CBNMI.

No que concerne a expressdo do eixo RANK/RANKL, estudos tém
demonstrado que diversos tecidos neoplasicos apresentam expressdo aumentada
dessas proteinas (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 distribuicéo reforca a teoria de seu papel no processo oncogénico. Uma
elevada porcentagem de células de tumores solidos e cancer de mama expressam
MRNA/proteina RANK em vérios niveis (Santini et al. 2011a; 2011b). Cerca de 89%
de todos os carcinomas avaliados apresentaram imumarcagao postiva para RANK e
cerca de 60% dos casos mostraram mais de 50% de células cancerosas positivas
(Renema et al. 2016). Curiosamente, a expressao de RANK em células de carcinoma
€ um marcador de mau prognostico, conforme demonstrado no cancer de mama
(Heymann et al. 2008; Park et al. 2014). Pfitzner et al. (2014) verificaram a relagéao
entre a maior expressdao de RANK no tumor primario de mama e uma maior
sensibilidade a quimioterapia, semelhante aos canceres de prostata. Aléem disso, um
maior risco de recorréncia e morte, independentemente desta maior sensibilidade
(Pfitzner et al. 2014). A sinalizagdo RANK / RANKL parece estar envolvida na
iniciacdo, progressao e metastase do tumor (Renema et al. 2016).
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J& 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 imunolégico.
Kong et al. (1999) descreveu o comprometimento dos o6rgdos linféides nesses
camundongos knockout, especialmente os nédulos linfaticos (Mueller e Hess 2012;
Ahern et al. 2018). Além do comprometimento a nivel “dominante”, no qual a
maturacdo das células do timo, necessaria 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 semelhanca com o0s
outros tipos de cancer. Cerca de 50,4% das células cancerosas foram positivas para
RANK. Trieb e Windehager (2015) relataram que a expressao de RANK ¢é indicativa
de um progndstico negativo em relacdo a sobrevida livre de doenca. O tratamento
com OncoTherad® promoveu diminui¢do da imunorreatividade de RANK, com 17,7%
de células positivas. Esses resultados sdo promissores em relacdo 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 invasédo das células tumorais (Chen et al. 2006). Em nosso estudo, a
expressdo de RANKL ndo apresentou reducédo significativa apds os tratamentos em
comparacao ao grupo Cancer. No entanto, os resultados obtidos para esta proteina
apos os tratamentos foram muito semelhantes aos do grupo Controle. Favaro et al.
(2019), em estudo com ratas Fischer, demonstraram que a imunoterapia com
OncoTherad®, além de ativar as vias TLR2 e TLR4 no cancer de bexiga, também é
capaz de modular o sistema RANK / RANKL, confirmando nossos achados.

As células imunes podem caracterizar uma subsecdo de células que
expressam RANKL que intermediam efeitos diretos da sinalizagdo de RANK / RANKL
no cancer (David et al. 2011; Wan et al. 2013). Essas células sdo frequentemente
encontradas no microambiente tumoral, entdo suas funcdes exatas sao diversas e ndo

completamente compreendidas (David et al. 2011; Wan et al. 2013).

O complexo papel da sinalizacdo de RANK / RANKL é devido ao seu
envolvimento na geracdo e regulacdo de respostas imunes, no sentido que a
sinalizacdo de RANK /RANKL pode aumentar e suprimir a imunidade e impactar sobre

a inflamacéo, a ativagédo de células T e a evasdo imunologica (Wittrant et al. 2004;
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David et al. 2011; Wan et al. 2013). A sinalizagdo RANK/RANKL mantém a
sobrevivéncia e funcdo das células dendriticas, ativagdo de macréfagos M1 e
diferenciacéo e ativacao de células T (Wittrant et al. 2004; David et al. 2011). Também
esta envolvida na tolerancia central e periférica (David et al. 2011; Wan et al. 2013) e
no desenvolvimento de linfonodos (Theoleyre et al. 2004). RANKL também participa
da regulacéo do desenvovlimento inicial de linfocitos (Theoleyre et al. 2004; David et
al. 2011). A sinalizacdo RANK/RANKL é necessaria para o desenvolvimento de
células epiteliais timicas medulares, que estabelecem a autotolerancia de células T
centralmente por meio da expressao do gene regulador autoimune (Aire), relacionado
a supresséo de respostas imunes (David et al. 2011; Zhao et al. 2018; Sobacchi et al.
2020).

A expressdo de RANK e RANKL é amplamente separada entre as células do
sistema imunoldgico (Wan et al. 2013). RANKL é expresso principalmente em células
T e é regulado positivamente apds estimulacdo de células T, melhorando a
proliferacdo e funcdo das células T. Em contrapartida, RANK é expresso em
mondcitos, macrofagos e células dendriticas e € gerada por células T e células natural
killers (NK) por citocinas especificas (David et al. 2011; Wan et al. 2013). As
evidéncias sugerem que RANK pode atuar cooperativamente com a molécula
coestimuladora CD40 na ativacdo mediada por células dendriticas de respostas de
células T (David et al. 2011). A interrupcdo da sinalizacdo RANK/RANKL pode ser
antagonista da funcao das células dendriticas e das respostas imunes mediadas por

células T (Jones et al., 2016).

A sinalizacado de RANK/ RANKL é significativa na imunologia tumoral e estimula
Ou suprime as respostas imunes antitumorais no cancer, embora ndo seja totalmente
compreendida (David et al. 2011; Wan et al. 2013). Essas sinalizagcdes podem
contribuir para o desenvolvimento de um microambiente imunoldgico tolerogénico em
tumores (Mori et al. 2007; Chuang et al. 2009; Hu et al. 2014). RANK é amplamente
expresso em macrofagos associados a tumor (TAMs) e RANKL por células T que se
infiltram em tumor (Wan et al. 2013). Linfocitos Tregs estdo envolvidos na inibicdo da
atividade das células T efetoras e podem desempenhar um papel na evasao imune
do tumor (Lee et al. 2011), como argumentado, RANKL é importante para a expansao

de Tregs em diferentes condicdes.
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Em se tratando do sistema complexo de receptores e ligantes envolvidos no
controle e ativacdo de células T, PD-L1 tem mostrado desempenhar papel crucial na
inducdo e manutencdo 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 proteina transmembrana tipo 1
(B7-H1) da familia de ligantes B7 e pode ser expressa em ambas as células
hematopoiéticas (células dendriticas, macrofagos, mastocitos, células T e linfécitos B)
e células ndo hematopoiéticas, incluindo células endoteliais, epiteliais e tumorais
(Rebelatto et al. 2016; Yu et al. 2016; Taube et al. 2018).

A expressdo de PD-L1 em células tumorais induz a regulacdo negativa e
autotolerancia do sistema imunolégico de rejeitar o tumor, eliminando a atividade
inflamatoria das células T por meio da ligacdo ao receptor regulador de células T, o
PD-1 (Sharpe et al. 2007; Frega et al. 2019). Entre os ligantes pertencentes a familia
B7, PD-L1 é o principal ligante inibidor de membrana (Sun et al. 2006; Taube et al.
2018). A regulacéao positiva de PD-L1 mostrou-se aumentada em varias doencas e foi
associada ao estado clinico e patologico de pacientes com tumores solidos (Droeser
et al. 2013; Chen et al. 2012; Hamanishi et al. 2007). Estudos anteriores confirmaram
a alta expressdo de moléculas de PD-L1 por ambas as células tumorais e células
imunes infiltrantes, e sua inibicdo resultou em uma resposta clinica de longo prazo em
tumores solidos (Herbst et al. 2014; Powles et al. 2014; Brahmer et al. 2012; Hodi et
al. 2010).

A regulacéo positiva de PD-L1 tem sido descrita em varias malignidades e tem
sido associado ao estado clinico-patolégico de pacientes com tumores sélidos
(Hamanishi et al., 2007; Chen et al., 2012; Droeser et al., 2013). A ampla expressao
do PD-L1 avaliada, retrospectivamente, em microambientes tumorais e sua relagao
com parametros clinicopatolégicos conduziram os estudos desta via regulatéria de
sinalizacado como potencial alvo terapéutico antineoplasico (Zou e Chen, 2008; Homet-
Moreno e Ribas, 2015).

Entre as neoplasias humanas, nas quais a investigagdo da imuno-histoquimica
da expressao de PD-L1 com valor prognostico indubitavel de resposta as terapias anti-
PD-1 disponiveis, foram validadas por estudos clinicos, os carcinomas pulmonares de

células ndo 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, aimunomarcacédo de PD-1/ PD-L1 mostrou uma diminui¢c&o significativa apés
o tratamento com OncoTherad® quando comparada a todos 0s grupos, especialmente
em relacdo ao grupo Cancer. Estudos prévios demonstraram que PD-L1 era
fortemente expresso, tanto por células tumorais, quanto por células imunes infiltrantes,
e sua inibicdo resultava em uma resposta clinica duradoura em ensaios clinicos
recentes de varios tumores solidos (Hodi et al., 2010; Brahmer et al., 2012; Herbst et
al., 2014; Powles et al., 2014).

Muenst et al. (2014) avaliaram a expressédo de PD-1/ PD-L1 em linfdcitos de
infiltrado inflamatério de 660 casos de cancer de mama e concluiram que a expressao
de PD-L1 foi correlacionada a pior sobrevida global. Dados de pesquisas clinicas que
avaliaram inibidores de PD-1/ PD-L1 em melanoma e carcinoma de pulmé&o de células
nao pequenas (NSCLC) sugeriram que a expressao de PD-L1 est4 associada a maior
taxa de resposta e demonstrou seguranca e respostas clinicas duraveis associadas a
essas drogas (Aerts et al. 2013). A importancia clinica da inibicdo do eixo PD-1/PD-
L1 como uma opcado de imunoterapia contra o cancer eficaz esta sendo avaliada em
varios estudos. Alguns estudos ja foram publicados mostrando aumento da sobrevida
global em comparacao com a terapia padréo para o tratamento do melanoma (Robert
et al. 2015).

Nossos resultados também confirmam esses dados para o cancer de bexiga
urinéria. As andlises imuno-histoquimicas e de western blotting mostraram expressao
aumentada de PD-1/PD-L1 no grupo Cancer. Além disso, a diminuicdo da
imunorreatividade dessas proteinas levou a um melhor prognéstico nos animais
tratados com OncoTherad®, que se mostrou uma potencial op¢ao terapéutica para
esse tipo de cancer, por meio da diminuicdode PD-L1, promovendo resultados ainda
mais satisfatorios em relacéo ao tratamento convencional com BCG. Nossos dados
também confirmam que a por¢ao protéica do imunomodulador (P14-16), separada do
composto inorganico (CFI-1), ndo apresenta efeitos tdo satisfatérios quanto a sua

associacao.

Compreender as causas moleculares da resposta a imunoterapia no cancer é
atualmente um dos mais importantes campos de pesquisa em oncologia. Portanto,

varios outros biomarcadores além de PD-L1 estdo sendo avaliados para prever
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melhores resultados para a imunoterapia (Taube et al. 2018). Pesquisas clinicas
envolvendo terapias que promovem a inibicdo de moléculas co-inibidoras de
checkpoints imunologicos (como PD-1 / PD-L1) tém mostrado altas taxas de resposta
tumoral em melanoma e cancer de pulmado de células ndo pequenas, carcinoma
gastrico, cancer de cabeca e pescoco e carcinoma urotelial (Brahmer et al. 2012;
Taube et al. 2014; Garon et al. 2015; Taube et al. 2018). A expresséo 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 comparacao ao
tratamento convencional com BCG, o qual apresentou imunorreatividade para o

checkpoint imunoldgico PD-1/ PD-L1 muito semelhante a do grupo Céancer.

Evidéncias também sugerem que PD-L1 desempenha um papel crucial na
indug&o e manutengao 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 cancer de mama, disserta
sobre a correlacdo entre a expressado de PD-L1 em células tumorais e a infiltracdo 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 regulacdo de Treg no cancer de mama (Brahmer et al. 2012;
Emens et al. 2015). Ensaios clinicos em andamento visando a potencial via PD-1 /
PD-L1 mostraram que os supressores de PD-L1 sdo seguros, bem tolerados e tém

poucos efeitos colaterais autoimunes (Brahmer et al. 2012; Emens et al. 2015).

No presente estudo, PD-1/ PD-L1 e FOXP3 exibiram seus niveis mais altos em
associacfes com o pior diagnéstico em modelos de camundongos com CBNMI
induzidos quimicamente. A avaliacdo muatua identificou que os animais com presenca
concomitante de alta expresséao de PD-L1 e alta infiltracdo de FOXP3 + Treg tiveram
o pior diagndstico. Uma estratégia combinada para bloquear o eixo PD-L1 / PD-1 com
deplecéo associada de Tregs deve ser razoavel para aumentar a eficacia terapéutica.
Os beneficios potenciais deste modelo foram demonstrados em um estudo recente de
carcinoma de células renais em camundongos, que mostrou imunidade protetora de
longo prazo e regressdo tumoral completa enquanto tal modalidade terapéutica era
aplicada (Li et al. 2016).
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Resultado descritos por Li et al. (2016) no cancer de mama, foram muito
semelhantes aos achados no presente estudo com cancer de bexiga. Ambos
demonstraram que as células tumorais apresentaram alta expressao de PD-1/PD-L1
e tendéncia aumentada para infiltracdo de Treg FOXP3 + no tecido, sugerindo que
PD-L1 e Tregs FOXP3 + atuam sinergicamente ou participam da mesma via molecular
e suas expressodes reguladas positivamente poderiam promover a evasao imunolégica
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 cancer de bexiga.

As analises dos biomarcadores moleculares Ki-67 e p53 demonstraram que o
OncoTherad® tem papel importante no aumento da expresséo de p53 em relacdo ao
tratamento convencional com BCG, podendo ser um dos mecanismos desse

imunoterapico para evitar que linhagens de células cancerigenas se multipliquem.

A maioria dos genes de TLRs responde a p53 por meio de locais de ligacdo ao
promotor ativando as vias canbdnica e ndao canbdnica (Menendez et al., 2011). A
proteina p53 € responsavel pela regulacéo do ciclo celular e atua como supressora de
tumor (Shariat et al., 2009; Menendez et al., 2011). Estudos de sequéncias de
promotores de elementos de resposta direcionados por p53 sugerem um papel geral
como regulador de danos ao DNA e como um controle da expressao de genes de
TLRs (Shariat et al.,, 2009). Além disso, varios estudos sugeriram que a terapia
antiangiogénica é sensivel ao status do p53 em tumores, indicando um papel

importante na regulacdo da angiogénese (Folkman, 2006; Teodoro et al., 2006).

Em um estudo com o imunomodulador P-MAPA, Garcia et al. (2016) também
observaram um aumento significativo nos niveis da proteina p53 e aumento da
apoptose, através de niveis elevados da proteina 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 sinalizacdo estimuladas por oxido nitrico (ON) que
leva a expressao génica, envolvendo o supressor de tumor p53 (Benhar Stamler,
2005; Zeine et al., 2006; Lim et al., 2009). A ativacao de p53 por ON foi observada em
muitos tipos de células (Wang e Chen, 2003; Wang et al., 2012). O p53 controla um
namero notavel de fungbes fisioldgicas, incluindo metabolismo energético,

diferenciac@o e producdo de espécies reativas de oxigénio e € ativado em resposta a
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diversos sinais de estresse, como dano ao DNA, hipoxia, ativagdo de oncogene,
drogas, deplecdo de nucleotideos (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 retengéo nuclear de
p53, 0 ON pode sensibilizar as células tumorais a apoptose dependente de p53. Varios
estudos sugerem que a terapia antiangiogénica € sensivel ao status de p53 em
tumores, demonstrando seu papel na regulacdo da angiogénese (Dameron et al.,
2001; Folkman, 2006; Teodoro et al., 2006). Outras evidéncias surgerem que o0 p53
do tipo selvagem poderia evitar que tumores incipientes se tornassem angiogénicos
(Zhang et al., 2000). Teodoro et al. (2006) demonstraram que a supressao do tumor
foi mediada por p53 em parte por pelo menos dois potentes inibidores da angiogénese,

endostatina e tumstatina.

A inducdo da via de sinalizacdo do interferon e o aumento dos niveis da
proteina p53 do tipo selvagem por P-MAPA levaram a importantes efeitos
antitumorais, ndo apenas suprimindo a proliferacdo celular anormal, mas também
evitando a expansdo continua da massa tumoral por meio da supressdo da
angiogénese (Garcia et al., 2016). Nossos resultados sugerem que o OncoTherad®
pode atuar da mesma maneira, porém mais estudos sao necessarios, em especial

para avaliacdo de marcadores angiogénicos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento com OncoTherad reduziu em 100% a progressao tumoral,
mostrando-se mais eficiente em relacdo ao tratamento com BCG, o qual reduziu
a progressao em apenas 66,7%;

Os resultados encontrados no presente trabalho confirmam que o CBNMI tende
a diminuir a expressao de TLRs;

O tratamento convencional com BCG estimulou a via candnica, através do
aumento da imunorreatividade dos componentes da via TLR2, aumentando a
producéo de citocinas inflamatorias;

O OncoTherad® mostrou-se um potencial imunomodulador no tratamento para
o CBNMI, diminuindo 100% da progressao tumoral, através da ativacdo da via
nao-canbnica, aumentando a imunorreatividade dos componentes da via TLR4,
levando a estimulacdo da producao de IFN;

OncoTherad apresentou imunorreatividade reduzida de RANK e RANKL em
relacdo ao cancer, o que € indicativo de bom prognéstico, principalmente no que
diz respeito a metastases;

OncoTherad apresentou imunorreatividade reduzida para PD-L1, podendo ser
considerado um imunomodulador através da inibicdo de linfocitos Tregulatérios
FOXP3+ e consequente aumento de linfocitos Tcitotoxicos, o que € confirmado
pela diminuicdo da imunorreatividade a FOXP3;

As partes organica (P14-16) e inorganica (CFI-1) que compde o OncoTherad
(MRB-CFI-1) ndo apresentaram reducdo satisfatoria da progressao tumoral
guando avaliados separadamente, e mostraram padroes distintos de
imunorreatividade para todas as vias analisadas quando compara-se 0s animais
tratados com esses compostos aos animais saudaveis e ao cancer, porém,
guando associados (MRB-CFI-1) apresentam resultados promissores na
imunomodulacéo e diminuicdo da progressao do CBNMI;

OncoTherad® tem papel importante no aumento da expressdo de p53 em
relacdo ao tratamento convencional com BCG, podendo ser um dos
mecanismos desse imunoterapico para evitar que linhagens de células

cancerigenas se multipliqguem.



91

REFERENCIAS

Aerts J., Lievense L., Hoogsteden H., Hegmans J. (2013) Immunotherapy prospects
in the treatment of lung cancer and mesothelioma. Transl. Lung Cancer Res. 3; 34-45.

Ahern E., Smyth M.J., Dougall W.C., Teng M.W.L. (2018) Roles of the RANKL-RANK
axis in antitumour immunity — implications for therapy. Nature Rev. Clin. Oncol. 15;
676-693.

Akira S., Takeda K. (2004) Toll-like receptor signalling. Nat Rev Immunol. 4, 499-511.

Akiyama T., Shimo Y., Yanai H., Qin J., Ohshima D., Maruyama Y., Asaumi Y.,
Kitazawa J., Takayanagi H., Penninger J.M., et al. (2008) The tumor necrosis factor
family receptors RANK and CD40 cooperatively establish the thymic medullary
microenvironment and self-tolerance. Immunity. 29, 423-437.

Akiyama T., Shinzawa M., Qin J., Akiyama N. (2013) Regulations of gene expression
in medullary thymic epithelial cells required for preventing the onset of autoimmune
diseases. Front. Immunol. 4, 249.

Allavena P., Garlanda C., Borrello M.G., Sica A., Mantovani A. (2008) Pathways
connecting inflammation and cancer. Curr Opin Genet Dev. 18, 3-10.

Alshaker H.A., Matalka K.Z. (2011) IFN-y, IL-17 and TGF-B involvement in shaping the
tumor microenvironment: the significance of modulating such cytokines in treating
malignant solid tumors. Cancer Cell Int. 11, 33.

Ambite 1., Puthia M., Nagy K., Cafaro C., Nadeem A., Butler D.S., Gustav R., Filenko
N.A., Wullt B., Miethke T., Svanborg C. (2016) Molecular basis of acute cystitis reveals
susceptibility genes and immunotherapeutic targets. PLoS Pathogens. 12, (10).

American Cancer Society (2021) Overview: bladder cancer. In: What are the key
statistics about bladder cancer? American Cancer Society, Atlanta. Avalable in:
http://www.cancer.org/cancer/bladdercancer/detailedguide/bladder-cancer-key-
statistics. Acesso: 02/05/2021.

Anderson D.M., Maraskovsky E., Billingsley W.L., Dougall W.C., Tometsko M.E., Roux
E.R., Teepe M.C., DuBose R.F., Cosman D., Galibert L. (1997) A homologue of the
TNF receptor and its ligand enhance T cell growth and dendritic cell function. Nature.
390, 175-179.

Andreas B.O. Brandau S. (2003) Immune mechanisms in bacillus Calmette Guerin
imunotherapy for superficial bladder cancer. J Urol. 170, 964-9609.

Antoni S, Ferlay J, Soerjomataram |, et al. (2017). Bladder cancer incidence and
mortality: a global overview and recent trends. Eur Urol 71; 96-108.

Askeland E.J., Newton M.R., O'Donnell M.A., Luo Y. (2012) Bladder Cancer
Immunotherapy: BCG and Beyond. Adv Urol. 181987.

Ayari C., Bergeron A., Larue H. (2011) Toll-like receptors in normal and malignant
human bladders. J Urol. 185; 1915-1921.

Babjuk, M., Oosterlinck W., Sylvester R., et al. (2008) EAU guidelines on non-muscle-
invasive urothelial carcinoma of the bladder. Eur Urol. 54, 303-314.



92

Bago-Horvath Z., Schmid K., Rdssler F., Nagy-Bojarszky K., Funovics P., Sulzbacher
[. (2014) Impact of RANK signalling on survival and chemotherapy response in
osteosarcoma. Pathology. 46, 411-415.

Baker S.J., Markowitz S., Fearon E.R., Willson J.K., Vogelstein B. (1990) Suppression
of human colorectal carcinoma cell growth by wild-type P53. Science. 249; 912-915.

Beatty G.L., Paterson Y. (2001) Regulation of tumor growth by IFN-gamma in cancer
immunotherapy. Immunol Res. 24, 201-10. McKeown-Longo P.J., Higgins P.J. (2017)
Toll-like receptors. Advances in Wound Care. 6, 10.

Ben-Baruch, A. (2006) Inflammation-associated immune suppression in cancer: the
roles played by cytokines, chemokines and additional mediators. Semin Cancer Biol.
16, 38-52.

Benhar M., Stamler J.S. (2005) A central role for S-nitrosylation in apoptosis. Nat Cell
Biol. 7; 645—646.

Benslimane-Ahmim Z., Heymann D., Dizier B., Lokajczyk A., Brion R., Laurendeau I.,
Bieche ., Smadja D.M., Galy-Fauroux I., Colliec-Jouault S., et al. (2011)
Osteoprotegerin, a new actor in vasculogenesis, stimulates endothelial colony-forming
cells properties. J. Thromb. Haemost. 9, 834-843.

Beristain A.G., Narala S.R., Di Grappa M.A., Khokha R. (2012) Homotypic RANK
signaling differentially regulates proliferation, motility and cell survival in osteosarcoma
and mammary epithelial cells. J. Cell Sci. 125, 943-955

Berry D.L.; Blumenstein B.A., Magyary D.L., et al. (1996) Local toxicity patterns
associated with intravesical bacillus Calmette-Guerin: a Southwest Oncology Group
study. Int J Urol. 3; 98-100.

Bhatia P., Sanders M.M., Hansen M.F. (2005) Expression of receptor activator of
nuclear factor-kappaB is inversely correlated with metastatic phenotype in breast
carcinoma. Clin. Cancer Res. 11, 162-165.

Birajdar S.S., Radika M., Paremala K., Sudhakara M., Soumya M., Gadivan M. (2014)
Expression of Ki67 in normal oral epithelium, leukoplakic oral epithelium and oral
squamous cell carcinoma. J. Oral Maxillofac. Pathol. 18; 169-176.

Bohle A., Brandau S. (2003) Immune mechanisms in Bacillus Calmette-Guerin
immunotherapy for superficial bladder cancer. J Urol. 170, 964-69.

Bohle A., Jocham D., Bock P.R. (2003) Intravesical bacillus Calmette-Guerin versus
mitomycin C for superficial bladder cancer: a formal meta-analysis of comparative
studies on recurrence and toxicity. J Urol. 169, 90-95.

Bouck N. (1996) P53 and angiogenesis. Biochim Biophys Acta. 1287; 63-66.

Boyce B.F, Xing L. (2007) Biology of RANK, RANKL, and osteoprotegerin. Arthritis Res
Ther. 9, 1.

Brahmer J.R, Tykodi S.S., Chow L.Q., Hwu W.J., Topalian S.L., Hwu P., et al. (2012)
Safetyand activity of anti-PD-L1 antibody in patients with advanced cancer. The New
England journal of medicine. 366, 2455-2465.

Breuil V., Schmid-Antomarchi H., Schmid-Alliana A., Rezzonico R., Euller-Ziegler L.,
Rossi B. (2003) The receptor activator of nuclear factor (NF)-kappaB ligand (RANKL)
is a new chemotactic for human monocytes. FASEB J. 17, 2163-2165.



93

Butte M.J., Pena-Cruz V., Kim M.J., Freeman G.J., Sharpe A.H. (2008) Interaction of
human PD-L1 and B7-1. Molecular immun. 45, 3567-3572.

Campbell D.J., Ziegler S.F. (2007) FOXP3 modifies the phenotypic and functional
properties of regulatory T cells. Nature reviews Immunology. 7; 305-310.

Cathomas R., Rothermundt C., Bode B., Fuchs B., von Moos R., Schwitter M. (2015)
RANK ligand blockade with denosumab in combination with sorafenib in
chemorefractory osteosarcoma: a possible step forward? Oncol. 88; 257-260.

Chae Y.K., Pan A., Davis A.A., Raparia K., Mohindra N.A., Matsangou M., Giles F.J.
(2016) Biomarkers for PD-1/PD-L1Blockade Therapy in Non-Small-cell Lung Cancer:
Is PD-L1 Expression a Good Marker for Patient Selection? Clin Lung Cancer. 17, 350-
361.

Chawla S., Henshaw R., Seeger L., Choy E., Blay J.Y., Ferrari S., Kroep J., Grimer R.,
Reichardt P., Rutkowski P., et al. (2013) Safety and efficacy of denosumab for adults
and skeletally mature adolescents with giant cell tumour of bone: interim analysis of
an open-label, parallel-group, phase 2 study. Lancet Oncol. 14, 901-908.

Chen G, Sircar K, Aprikian A, Potti A, Goltzman D, Rabbani SA (2006) Expression of
RANK/ RANKL/ OPG in primary and metastatic human prostate cancer as markers of
disease stage and functional regulation. Cancer. 107:289-298.

ChenL.M.,Kuo C.H.,Lai T.Y.,LinY.M., SuC.C., Hsu H.H., Tsai F.J., Tsai C.H., Huang
C.Y., Tang C.H. (2011) RANKL increases migration of human lung cancer cells
through intercellular adhesion molecule-1 up-regulation. J. Cell. Biochem. 112; 933-
941.

Chen Y.B., Mu C.Y., Huang J.A. (2012) Clinical significance of programmed death-1
ligand-1 expression in patients with non-small cell lung cancer: a 5-year-follow-up
study. Tumori. 98; 751-755.

Cheng M.L., Fong L. (2014) Effects of RANKL-targeted therapy in immunity and
cancer. Front Oncol. 3; 329

Chiong E., Gaston K.E., Grossman H.B. (2008) Urinary markers in screening patients
with hematuria. World J. Urol. 26; 25-30.

Chuang F.H., Hsue S.S., Wu CW., Chen Y.K. (2009) Immunohistochemical
expression of RANKL, RANK, and OPG in human oral squamous cell carcinoma. J.
Oral Pathol. Med. 38; 753-738.

Cohan R.H., Caoili E.M., Cowan N.C., Weizer A.Z., Ellis J.H. (2009) MDCT urography:
exploring a new paradigm for imaging of bladder cancer. American Journal of
Roentgenology, 192; 1501-1508.

Cohen E.D., Mariol M.C., Wallace R.M., et al. (2002) DWnt4 regulates cell movement
and focal adhesion kinase during Drosophila ovarian morphogenesis. Developmental
Cell. 2, 437-448.

Cook J., Hagemann T. (2013) Tumour-associated macrophages and cancer. Curr.
Opin. Pharmacol. 13, 595-601.

Corrales L., Glickman L.H., McWhirter S.M., Kanne D.B., Sivick K.E., Katibah G.E.,
Woo S.R., Lemmens E., Banda T., Leong J.J., Metchette K., Dubensky T.W. JR.,
Gajewsky T.F. (2015) Direct Activation of STING in the Tumor Microenvironment



94

Leads to Potent and Systemic Tumor Regression and Immunity. Cell Rep.; 11, 1018-
1030.

Crallan R.A.; Georgopoulos N.T., Sothgate J. (2006) Experimental models of human
bladder carcinogenesis. Carcinogenesis. 27, 374-381.

Cree I.A., Booton R., Cane P., Gosney J., Ibrahim M., Kerr K., Lal R., Lewanski C.,
Navani N., Nicholson A.G., Nicolson M., Summers Y. (2016) PD-L1 testing for lung
cancer in the UK: recognizing the challenges for implementation. Histopath. 69, 177-
186. Erratum in: Histopathology. 2017;70(2):318.

Dameron K.M., Volpert O.V., Tainsky M.A., Bouck N. (1994) Control of angiogenesis
in fibroblasts by p53 regulation of thrombospondin-1. Science. 265; 1582-1584.

Déangelo, J.G., Fattini C.A. (2005) Anatomia Humana Sistémica e Segmentar. 22ed.
Rio de Janeiro: Livraria Atheneu.

David E., Blanchard F., Heymann M.F., De Pinieux G., Gouin F., Rédini F., Heymann
D. (2011) The bone niche of chondrosarcoma: a sanctuary for drug resistance, tumour
growth and also a source of new therapeutic targets sarcoma. Sarcoma. 2011, 932451.

DeWolf W.C. (1995) P53: an important key to understanding urologic cancer. AUA
Update Series. 14; 258.

Dias Neto J.A., Martins A.C.P., Pastorello M.T., Suaid H.J., Tucci Janior S., Cologna
A.J. (2002) Expressao nuclear do P53 em carcinoma de células transicionais da
bexiga. Acta cir bras. 17; 29-33.

Dias, Q.C., Nunes I.D., Garcia P.V., Favaro W.J. (2016) Potential therapeutic
strategies for non -muscle invasive bladder cancer based on association of intravesical
immunotherapy with p - mapa and systemic administration of cisplatin and doxorubicin.
Int Braz J Urol. 42, 942-954.

Diggs L.P., Hsueh E.C. (2017) Utility of PD-L1 immunohistochemistry assays for
predicting PD-1/PD-L1 inhibitor response. Biomark Res. 5; 12.

DiPaola R.S., Lattime E.C. (2007) Bacillus Calmette-Guerin mechanism of action: role
of immunity, apoptosis, necrosis and autophagy. J Urol. 178, 1840-841.

Dong H., Strome S.E., Salomao D.R., Tamura H., Hirano F., Flies D.B., et al. (2002)
Tumorassociated B7-H1 promotes T-cell apoptosis: A potential mechanism of imune
evasion. Nat Med. 8, 793-800.

Droeser R.A., Hirt C., Viehl C.T., Frey D.M., Nebiker C., Huber X., et al. (2013) Clinical
impact of programmed cell death ligand 1 expression in colorectal cancer. European
journal of cancer. 49, 2233-2242.

Duran N, Dias QC, Favaro WJ (2019) OncoTherad: A new nanobiological response
modifier, its toxicological and anticancer activities. Journal of Phys: Conf. Ser. 1323.

Emens LA, Braiteh FS, Cassier P, Delord J-P., Eder JP, Fasso M, et al. (2015)
Inhibition of PD-L1 by MPDL3280A leads to clinical activity in patients with metastatic
triple-negative breast cancer. Ann. Meet. Amer. Ass. Cancer Res..2015, Abstr 2859.

Epstein J.I. (2003) The new World Health Organization/International Society of
Urological Pathology (WHO/ISUP) classification for TA, T1 bladder tumors: is it an
improvement? Crit Rev Oncol Hematol. 47; 83-89.



95

Epstein J.I., Amin M.B., Reuter V.R., et al. (1998) The World Health
Organization/International Society of Urologic Pathology consensus classification of
urothelial (transitional) neoplasms of the urinary bladder. Am J Surg Pathol. 22,1435—
1448.

Favaro W., Duran N. (2017) Process of obtaining a nanostructured complex (CFI-1),
associated to nanostructured CFI-1 with a protein (MRB-CFI-1) and its use. Brazil
Patent No. PIBR 2017; 10.2017.012768.0.

Favaro W.J., Duran N. (2020) A method for producing a nanostructured complex (cfi-
1), a protein associated nanostructured complex (mrb-cfi-1) and use. US Patent App.
16/617,493.

Favaro W.J., lantas S.R., Gongalves J.M., Dias Q.C., Reis I.B., Billis A., Duran N.,
Alonso J.C. (2019) Role of OncoTherad immunotherapy in the regulation of toll-like
receptors-mediated immune system and RANK/RANKL signaling: New therapeutic
perspective for non-muscle invasive bladder cancer. J. Clin. Oncol. 37:15.

Favaro W.J., Nunes O.S., Seiva F.R., Nunes, I.S., Woolhiser L.K., Duran N., Lenaerts
A.J. (2012) Effects of P-MAPA Immunomodulator on Toll-Like Receptors and p53:
Potential Therapeutic Strategies for Infectious Diseases and Cancer. Infect Agent
Cancer. 7; 14.

Finlay C.A., Hinds P.W., Levine A.J. (1989) The P53 proto-oncogene can act as a
suppressor of transformation. Cell. 57; 1083-1093.

Fiumara P., Snell V., Li Y., Mukhopadhyay A., Younes M., Gillenwater A.M., Cabanillas
F., Aggarwal B.B., Younes A. (2001) Functional expression of receptor activator of
nuclear factor kappaB in Hodgkin disease cell lines. Blood. 98; 2784-2790.

Folkman J. (2006) Antiangiogenesis in cancer therapy—endostatin and its mechanisms
of action. Exp Cell Res. 312; 594—-607.

Fontenot J.D., Gavin M.A., Rudensky A.Y. (2003) Foxp3 programs the development
and function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nature immunology. 4; 330-336.

Francisco L.M., Salinas V.H., Brown K.E., Vanguri V.K., Freeman G.J., Kuchroo V.K.,
et al. (2009) PD-L1 regulates the development, maintenance, and function of induced
regulatory T cells. J Exp Med. 206, 3015-3029.

Frazier K.S., Seely J.C., Hard G.C., Betton G., Burnett R., Nakatsuji S., Nishikawa A.,
Durchfeld-Meyer B., Bube, A. (2012) Proliferative and nonproliferative lesions of the
rat and mouse urinary system. Toxicologic pathology, 40(4_suppl), 14S-86S.

Frega S., Maso A.D., Ferro A., Bonanno L., Conte D.F., Passelo G. (2019)
Heterogeneous tumor features and treatment outcome between males and females
with lung cancer (LC): do gender and sex matter? Crit. Rev. Oncol/ Hematol. 138; 87-
103.

Fujimura T., Kambayashi Y., Furudate S., Asano M., Kakizaki A., Aiba S. (2015)
Receptor activator of NF-[kappa]B ligand promotes the production of CCL17 from
RANK+ M2 macrophages. J. Invest. Dermatol. 135; 2884—2887.

GalliR., Starace D., Busa R., Angelini D.F., Paone A., De Cesaris P., Filippini A., Sette
C., Battistini L., Ziparo E., Riccioli A. (2010) TLR stimulation of prostate tumor cells
induces chemokine-mediated recruitment of specific immune cell types. J Immunol.
184; 6658-69.



96

Gandini S., Massi D., Mandala M. (2016) PD-L1 expression in cancer patients
receiving anti PD-1/PD-L1 antibodies: A systematic review and meta-analysis. Crit.
Rev. Oncol. Hematol. 100; 88-98.

Garcia P.V., Apolinario L.M., Bockelmann P.K., Nunes |.S., Durdn N., Favaro W.J.
(2015) Alterations in ubiquitin ligase Siah-2 and its corepressor N-CoR after P-MAPA
immunotherapy and anti-androgen therapy: new therapeutic opportunities for non-
muscle invasive bladder cancer. Int J Clin Exp Pathol. 8, 4427-4443.

Garcia P.V., Apolinario L.M., Bockelmann P.K., Nunes |.S., Durdn N., Favaro W.J.
(2015) Alterations in ubiquitin ligase Siah-2 and its corepressor N-CoR after P-MAPA
immunotherapy and anti-androgen therapy: new therapeutic opportunities for non-
muscle invasive bladder cancer. Int J Clin Exp Pathol. 8, 4427-4443.

Garcia, P.V., Seiva F.R.F., Carniato A.P., De Mello Junior W., Duran N., Macedo A.M.,
De Oliveira A.G.; Romih R., Nunes I.S., Nunes O.S., Favaro W.J (2016) Increased toll-
like receptors and p53 levels regulate apoptosis and angiogenesis in non-muscle
invasive bladder cancer: mechanism of action of P-MAPA biological response modifier.
BMC Cancer. 16; 422.

Garcia-Rodriguez J., Fernandez Gomez J.A., Escaf Barmadah S., Gonzalez Alvarez
R.C., Rodriguez Robles L., Miranda Aranzubia O. (2006) Factores pronésticos en la
recidiva y progresion del cancer superficial vesical: Gurpos de riesgo (Parte I). Actas
Urol Esp.30; 998-1008.

Gartrell B., Saad F. (2014) Managing bone metastases and reducing skeletal related
events in prostate cancer. Nat Rev Clin Oncol. 11, 335-45.

Gatalica Z., Snyder C., Maney T., Ghazalpour A., Holterman D.A., Xiao N., et al.
Programmed Cell Death 1 (PD-1) and Its Ligand (PD-L1) in Common Cancers and
Their Correlation with Molecular Cancer Type. Cancer Epidemiol Prev Biomarkers. 23,
12.

Gewirtz, A.T., Simon P.O.Jr., Schmitt C.K., Taylor L.J., Hagedorn C.H., O'Brien A.D.,
Neish A.S., Madara J. L. (2001). Salmonella typhimurium translocates flagellin across
intestinal epithelia, inducing a proinflammatory response. J. Clin. Investig. 107, 99-109.

Ghebeh H., Mohammed S., Al-Omair A., Qattan A., Lehe C., Al-Qudaihi G., et al.
(2006) The B7-H1 (PD-L1) T lymphocyte-inhibitory molecule is expressed in breast
cancer patients with infiltrating ductal carcinoma: correlation with importante high-risk
prognostic factors. Neoplasia. 8; 190-198.

Golden D., Saria E.A., Hansen M.F. (2015) Regulation of osteoblast migration
involving receptor activator of nuclear factor-kappa B (RANK) signaling. J. Cell Physiol.
230, 2951-2960.

Gottlieb T.M., Oren M. (1996) P53 in growth control and neoplasia. Biochim Biophys
Acta. 1287; 77-102.

Groot A.F., Appelman-Dijkstra N.M., Van der Burg S.H., Kroep J.R (2018) The anti-
tumor effect of RANKL inhibition in malignant solid tumors—a systematic review.
Cancer Treat. Rev, 62; 18-28.

Guidos C.J., Williams C.J., Grandal I., Knowles G., Huang M.T., Danska J.S. (1996)
V(D)J recombination activates a P53-dependent DNA damage checkpoint in scid
lymphocyte precursors. Genes Dev. 10; 2038-2054.



97

Gurbuz R., Salvarci A. (2020) Follow-up criteria and cystoscopic classifications of
bladder lesions: A retrospective analysis. Annals of Med. Res. 27; 1498-1506.

Habuchi T., Marberger M., Droller M.J., Hemstreet G.P., Grossman H.B., Schalken
J.A., et al. (2005) Prognostic markers for bladder cancer: International Consensus
Panel on bladder tumor markers. Urology. 66; 64-74.

Hall, M.C., Chang S.S., Dalbagni G., Pruthi R.S., Seigne J.D., Skinner E.C., WolfJ.S.
JR, Schellhammer P.F. (2007) Guideline for the management of nonmuscle invasive
bladder cancer (stages Ta, T1, and Tis): 2007 update. J Urol. 178; 2314-2330.

Hamanishi J, Murakami R, Baba T, Yamaguchi K, Abiko K, Mandai M
(2019) Passenger fusion genes are correlated to antitumor effect of anti-PD-1 antibody
nivolumab for ovarian cancer. Gynecol Oncol., 154; 86.

Hamanishi J., Mandai M., lwasaki M., Okazaki T., Tanaka Y., Yamaguchi K., et al.
(2007) Programmed cell death 1 ligand 1 and tumor-infiltrating CD8+ T lymphocytes
are prognostic factors of human ovarian cancer. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America. 104, 3360-3365.

Hanada R, Hanada T, Sigl V, Schramek D, Penninger JM. (2011) RANKL/RANK
beyond bones. J Mol Med (Berl). 89; 647-56.

Hasan U., Chaffois C., Gaillard C., Saulnier V., Merck E., Tancredi S., Guiet C., Briere
F., Vlach J., Lebecque S., Trinchieri G., Bates E.E. (2005) Human TLR10 is a
functional receptor, expressed by B cells and plasmacytoid dendritic cells, which
activates gene transcription through MyD88. J Immunol. 174, 2942-950.

Hayat M.J., Howlader N., Reichman M.E, Edwards B.K. (2007) Cancer statistics,
trends, and multiple primary cancer analyses from the surveillance, epidemiology, and
end results (SEER) Program. Oncologist. 12, 20-37.

Herbst R.S., Soria J.C., Kowanetz M., Fine G.D., Hamid O., Gordon M.S., et al. (2014)
Predictive correlates of response to the anti-PD-L1 antibody MPDL3280A in cancer
patients. Nature. 515; 563-567.

Heymann M.F., Riet A., Le Goff B., Battaglia S., Paineau J., Heymann D. (2008) OPG,
RANK and RANK ligand expression in thyroid lesions. Regul. Pept. 148; 46-53.

Hicks R.M., Wakefield J.S. (1972) Rapid induction of bladder cancer in rats with N-
methyl-N-nitrosourea. |. Histology. Chem Biol Interact. 5, 139-152.

Hodi F.S., O'Day S.J., McDermott D.F., Weber R.W., Sosman J.A., Haanen J.B, et al.
(2010) Improved survival with ipilimumab in patients with metastatic melanoma. The
New England journal of medicine. 363; 711-723.

Hofbauer L.C., Heufelder A.E. (2001) Role of receptor activator of nuclear factor-kB
ligand and osteoprotegerin in bone cell biology. J Mol Med. 79; 243-253.

Hollstein M., Rice K., Greenblatt M.S., Soussi T., Fuchs R., Sgrlie T., et all (1994).
Database of P53 gene somatic mutations in human tumors and cell lines. Nucleic Acids
Res. 22; 3551-3555.

Hori S., Nomura T., Sakaguchi S. (2003) Control of regulatory T cell development by
the transcription factor Foxp3. Science. 299; 1057-1061.

Hu H., Wang J., Gupta A., Shidfar A., Branstetter D., Lee O., Ivancic D., Sullivan M.,
Chatterton R.T., Jr, Dougall W.C., Khan S.A. (2-14) RANKL expression in normal and



98

malignant breast tissue responds to progesterone and is up-regulated during the luteal
phase. Breast Cancer Res. Treat. 146; 515-523.

INCA, Instituto Nacional de Cancer. Cancer de bexiga. Disponivel em:
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/bexiga. Acesso
em 21/08/2020.

INTERNATIONAL UNION AGAINST CANCER (UICC). (2009) TNM Classification of
Malignant Tumours, 7th ed. Sobin, LH.; Gospodarowicz, M.K.; Wittekind, C.H.; eds.
New York: Wiley.

Iria M. (2021) RANK signaling in the differentiation and regeneration of thymic epithelial
cells. Front. Immunol. 11; 623265.

Jahrreiss V., Pradere B., Laukhtina E., Mori K., Shariat S.F. (2020) Catalog of
exogenous risk factors for bladder carcinogenesis. Curr Opin Urol. 30; 449-456.

Jones V.S., Huang R.Y., Chen L.P., Chen Z.S., Fu L., Huang R.P. (2016) Cytokines in
cancer drug resistance: cues to new therapeutic strategies. Biochim. Biophys. Acta.
1865; 255-265.

Kamat A.M., Colombel M., Sundi D., Lamm D., Boehle A., Brausi M., et al. (2017) BCG-
unresponsive non-muscle-invasive bladder cancer: recommendations from the IBCG.
Nat. Rev. Urol. 4, 244-55.

Kambayashi Y., Fujimura T., Furudate S., Asano M., Kakizaki A., Aiba S. (2015) The
possible interaction between receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
expressed by extramammary paget cells and its ligand on dermal macrophages. J.
Invest. Dermatol. 135; 2547-2550.

Kelsh R., You R., Horzempa C., Zheng M., McKeown-Longo P.J. (2014) Regulation of
the innate immune response by fibronectin: synergism between the 1lI-1 and EDA
domains. PlosOne. 9; 7.

Kemp T.J., Ludwig A.T., Earel J.K., Moore J.M., Vanoosten R.L., Moses B., Leidal K.,
Nauseef W.M., Griffith T.S. (2005) Neutrophil stimulation with Mycobacterium bovis
bacillus Calmette-Guerin (BCG) results in the release of functional soluble TRAIL/Apo-
2L. Blood. 106; 3474-3482.

Kerr K.M., Nicolson M.C. (2016) Non-Small Cell Lung Cancer, PD-L1, and the
Pathologist. Arch Pathol Lab Med. 140; 249-254.

Khattri R., Cox T., Yasayko S.A., Ramsdell F. (2003) An essential role for Scurfin in
CD4+CD25+ T regulatory cells. Nature immunology. 4; 337-342.

Killeen S.D., Wang J.H., Andrews E.J., Redmond H.P. (1996) Exploitation of the Toll
like receptor system in cancer: a doubled-edged sword? Br J Cancer. 95, 247-52.

Kim H.H., Shin H.S., Kwak H.J., Ahn K.Y., Kim J.H., Lee H.J., Lee M.S., Lee Z.H., Koh
G.Y. (2003) RANKL regulates endothelial cell survival through the phosphatidylinositol
3-kinase/Akt signal transduction pathway. FASEB J. 17, 2163-2165.

Kim Y.M., Kim Y.M,, Lee Y.M., Kim H.S., Kim J.D., Choi Y., Kim K.W., Lee S.Y., Kwon
Y.G. (2002) TNFrelated activation-induced cytokine (TRANCE) induces angiogenesis
through the activation of Src and phospholipase C (PLC) in human endothelial cells. J.
Biol. Chem. 277, 6799-6805.

Komita H., Homma S., Saotome H., Zeniya M., Ohno T., Toda G. (2006) Interferon-
gamma produced by interleukin-12-activated tumor infiltrating CD8+T cells directly



99

induces apoptosis of mouse hepatocellular carcinoma. J Hepatol. 662—672.

Kong Y.Y., Yoshida H., Sarosi I., Tan H.L.,, Timms E., Capparelli C., Morony S.,
Oliveira-dos-Santos A.J., Van G., ltie A., et al. (1999) OPGL is a key regulator of
osteoclastogenesis, lymphocyte development and Ilymph-node organogenesis.
Nature. 397, 315-323.

Kresowik T.P., Griffith T.S. (2009) Bacillus Calmette-Guerin immunotherapy for
urothelial carcinoma of the bladder. Immunotherapy. 1, 281-288.

Kulkarni, G.S. (2020). Nadofaragene firadenovec: a new gold standard for BCG-
unresponsive bladder cancer? Lancet Oncol. 2045; 3056.

Kumar H., Kawai T., Akira S. (2011) Pathogen recognition by the innate immune
system. Int Ver Immunol. 30; 16-34.

Lamm D., Persad R., Brausi M., Buckley R., Witjes J.A., Palou J., Bohle A., Kamat
A.M., Colombel M., Soloway M. (2014) Defining progression in nonmuscle invasive
bladder cancer: it is time for a new, standard definition. J Urol 2014; 191:20-27.

Lee J.A., Jung J.S., Kim D.H., Lim J.S., Kim M.S., Kong C.B., Song W.S., Cho W.H.,
Jeon D.G., Lee S.Y., Koh J.S. (2011) RANKL expression is related to treatment
outcome of patients with localized, high-grade osteosarcoma. Pediatr. Blood Cancer.
56, 738-743.

Lee R.J.,, Saylor P.J, Smith M.R. (2011) Treatment and prevention of bone
complications from prostate cancer. Bone. 48,88-95.

Levine A.J. (1997) P53, the cellular gatekeeper for growth and division. Cell. 88;323-
331.

Li X., Liu Y., Wu B., Dong Z, Wang Y, Lu J, et al. (2014) Potential role of the
OPG/RANK/RANKL axis in prostate cancer invasion and bone metastasis. Oncol. Rep.
32; 2605—-2611.

Li X., LiuY., Wu B., Dong Z., Wang Y., Lu J., Shi P., BaiW., Wang Z. (2014) Potential
role of the OPG/RANK/RANKL axis in prostate cancer invasion and bone metastasis.
Oncol. Rep. 32, 2605-2611.

Li Z., Dong P., Ren M., Song Y., Qiang X., Yang Y., Li S., Zhang X., Liu F. (2016) PD-
I1 expression is associated with tumor FOXP3+ regulatory T-Cell infiltration of Breasy
Cancer and poor prognosis of patient. Journ. Of Cancer. 7; 784-793.

Li, Z., Pradera F., Kammertoens T., Li B., Liu S., Qin Z. (2007) Cross-talk between T
cells and innate immune cells is crucial for IFN-gamma-dependent tumor rejection. J.
Immunol. 179, 1568-1576.

Lightfoot A.J., Rosevear H.M., O’Donnell M.A. (2011) Recognition and treatment of
BCG failure in bladder cancer. Sci World J. 11, 602-613.

Lim L.Y., Vidnovic N., Ellisen L.W., Leong C.O. (2009) Mutant p53 mediates survival
of breast cancer cells. Br J Cancer. 101; 1606-1612.

Linke S.P., Clarkin K.C., DiLeonardo A., Tsou A., Wahl G.M. (1996) A reversible, P53-
dependent GO/G1 cell cycle arrest induced by ribonucleotide depletion in the absence
of detectable DNA damage. Genes Dev. 10; 934-947.



100

Linzer D.1., Levine A.J. (1979) Characterization of a 54K dalton cellular SV40 tumor
antigen present in SV40 transformed cells and uninfected embryonal carcinoma cells.
Cell. 17; 43-52.

Liu F., Lang R., Zhao J., Zhang X., Pringle G.A., Fan Y., et al. (2011) CD8(+) cytotoxic
T cell and FOXP3(+) regulatory T cell infiltration in relation to breast cancer survival
and molecular subtypes. Breast cancer research and treatment. 130; 645-655.

Liu F., Li Y., Ren M., Zhang X., Guo X., Lang R., et al. (2012) Peritumoral FOXP3(+)
regulatory T cell is sensitive to chemotherapy while intratumoral FOXP3(+) regulatory
T cell is prognostic predictor of breast cancer patients. Breast cancer research and
treatment. 135; 459-467.

Liu Y., Wang J., Ni T., Wang L., Wang Y., Sun X. (2016) CCL20 mediates
RANK/RANKL-induced epithelial-mesenchymal transition in endometrial cancer cells.
Oncotarget. 7:25328-25339.

Lowe S.W., Schmitt E.M., Smith S.W., Osborne B.A., Jacks T. (1993) P53 is required
for radiation-induced apoptosis in mouse thymocytes. Nature. 362; 847-849.

Luo J.L., Maeda S., Hsu L.C., Yagita H., Karin M. (2004) Inhibition of NF-kappaB in
cancer cells converts inflammation- induced tumor growth mediated by TNFalpha to
TRAIL-mediated tumor regression. Cancer Cell. 6; 297-305.

Maheswaran S., Englert C., Bennett P., Heinrich G., Haber D.A. (1995) The WT1 gene
product stabilizes P53 and inhibits P53-mediated apoptosis. Genes Dev. 9; 2143-2156.

Mantovani A., Allavena P., Sica A., Balkwill F. (2008) Cancer-related inflammation.
Nature, 454, 436—-444.

Martini M., Testi M.G., Pasetto M., Picchio M.C., Innamorati G., Mazzocco M. (2010)
IFN-Gamma-Mediated Upmodulation of MHC Class | Expression Activates Tumor-
Specific Immune Response in a Mouse Model of Prostate Cancer. Vaccine. 28; 3548-
3557.

Menendez D., Shatz M., Azzam K. (2011) The Toll-like receptor gene family is
integrated into human DNA damage and p53 networks. Plos Genet. 3; 1-15.

Mhawech-Fauceglia P., Cheney R.T., Schwaller J. (2006) Genetic alterations in
urothelial bladder carcinoma: an updated review.

Mikami S., Katsube K., Oya M., Ishida M., Kosaka T., Mizuno R., Mochizuki S., Ikeda
T., Mukai M., Okada Y. (2009) Increased RANKL expression is related to tumour
migration and metastasis of renal cell carcinomas. J. Pathol. 218; 530-539.

Min J.K., Cho Y.L., Choi J.H., Kim Y., Kim J.H., Yu Y.S., Rho J., Mochizuki N., Kim
Y.M., Oh G.T., Kwon Y.G. (2007) Receptor activator of nuclear factor-kB ligand
increases vascular permeability: impaired permeability and angiogenesis in eNOS-
deficient mice. Blood. 109, 1496-1502.

Min J.K., Kim Y.M., Kim Y.M., Kim E.C., Gho Y.S., Kang I.J., Lee S.Y., Kong Y.Y.,
Kwon Y.G. (2003) Vascular endothelial growth factor up-regulates expression of
receptor activator of NF-kappa B (RANK) in endothelial cells: concomitant increase of
angiogenic responses to RANK ligand. J. Biol. Chem. 278; 39548-39557

Ming J., Cronin S.J.F., Penninger J.M. (2020) Targeting the RANKL/RANK/OPG axis
for cancer therapy. Front. Oncol. 10; 1283.



101

Morales A., Eidinger D., Bruce A.W. (1976) Bacillus Calmette-Guerin in the treatment
of adenocarcinoma of the kidney. J Urol. 115, 377-380.

Mori K., Le Goff B., Berreur M., Riet A., Moreau A., Blanchard F., Chevalier C., Guisle-
Marsollier I., Léger J., Guicheux J., et al. (2007) Human osteosarcoma cells express
functional receptor activator of nuclear factor-kappa B. J. Pathol. 11; 555-562.

Mori K., Le Goff B., Charrier C., Battaglia S., Heymann D., Rédini F. (2006) DU145
human prostate cancer cells express functional receptor activator of NFkappaB: new
insights in the prostate cancer bone metastasis process. Bone. 40; 981-890.

Mueller C.G., Hess E. (2012) Emerging functions of RANKL in lymphoid tissues. Front.
Immunol. 3; 261.

Muenst S., Schaerli A.R., Gao F., Daster S., Trella E., Droeser R.A., et al. (2014)
Expression of programmed death ligand 1 (PD-L1) is associated with poor prognosis
in human breast cancer. Breast cancer research and treatment. 146, 15-24.

Mugabe C., Matsui Y., So A.l, Glave M.E. et al. (2011) In vivo evaluation of
mucoadhesive nanoparticulate Docetaxel for intravesical treatment of Non-Muscle-
Invasive bladder cancer. Clin Cancer Res. 9, 2788-2798.

Nezos A., Pissimisis N., Lembessis P., Sourla A., Dimopoulos P., Dimopoulos T.,
Txelepis K., Koutsilieris M. (2009) Detection Of Circulating Tumor Cells In Bladder
Cancer Patients. Cancer Treat Ver. 35, 272-279.

Ni X.Y., SuiH.X., LiuY.,Ke S.Z., Wang Y.N., Gao F.G. (2012) TGF-beta of lung cancer
microenvironment upregulates B7H1 and GITRL expression in dendritic cells and is
associated with regulatory T cell generation. Oncology reports. 28; 615-621.

Nicolau C., Bunesch L., Sebastia C., Salvador R. (2010) Diagnosis of bladder cancer:
contrast-enhanced ultrasound. Abdom. Imag. 35; 494-503.

Nunes I.S.; Duran N. Imunomodulador agregado proteico de anidrido de fosfolinoleato-
palmitoleato de amdnia e magnésio e processo de sua obtencao e formulagdo. N°
Patente: PI0305373-3. Deposito no INPI: 06/11/2003.

O’Donnel M.A.; Bole A. (2006) Treatment options for BCG failures. World J Urol.; v.24,
p.481-487, 2006.

Odero-Marah V.A., Wang R., Chu G., Zayzafoon M., Xu J., Shi C., Marshall F.F., Zhau
H.E., Chung L.W. (2008) Receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL) expression
is associated with epithelial to mesenchymal transition in human prostate cancer cells.
Cell Res. 18, 858-870.

Ojea A., Nogueira J.L., Solsona E., et al. (2007) A multicentre, randomised prospective
trial comparing three intravesical adjuvant therapies for intermediate-risk superficial
bladder cancer: low-dose bacillus Calmette-Guerin (27 mg) versus very low-dose
bacillus Calmette-Guerin (13.5 mg) versus mitomycin C. Eur Urol. 52; 1398-1406.

Oliveira, P.A. Colaco, A.; De La Cruz, P.L.F. (2006) Experimental bladder
carcinogenesis-rodent models. Exp Oncol. 28; 2-11.

Palafox M., Ferrer I., Pellegrini P., Vila S., Hernandez-Ortega S., Urruticoechea A.,
Climent F., Soler M.T., Muiioz P., Vifals F., et al. (2012) RANK induces epithelial-
mesenchymal transition and stemness in human mammary epithelial cells and
promotes tumorigenesis and metastasis. Cancer Res. 72; 2879-2888.



102

Pan Y., Lavelle J.P., Bastacky S.l., Meyers S., Pirtskhalaishvili G., Zeidel M.L., Farkas
D.L. (2001) Detection of tumorigenesis in rat bladders with optical coherence
tomography. Medical Physics. 28; 2432-2440.

Pang K.H., Catto J.W.F. (2013) Bladder Cancer. Renal and Urological Surgery I,
Elsevier. 523-529.

Paone A., Starace D., Galli R., Padula F., De Cesaris P., Filippini A., Ziparo E., Riccioli
A. (2008) Toll-like receptor 3 triggers apoptosis of human prostate cancer cells through
a PKC-a- dependent mechanism. Carcinogenesis. 29;1334-1342.

Papanastasiou A.D., Sirinian C., Kalofonos H.P. (2012) Identification of novel human
receptor activator of nuclear factor-kB isoforms generated through alternative splicing:
implications in breast cancer cell survival and migration. Breast Cancer Res. 14; 112.

Pardoll D.M. (2012) The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy.
Nat Rev Cancer. 12; 252-264.

Park H.S., Lee A., Chae B.J., Bae J.S., Song B.J., Jung S.S. (2014) Expression of
receptor activator of nuclear factor kappa-B as a poor prognostic marker in breast
cancer. J. Surg. Oncol. 110; 807-812.

Patel S.P., Kurzrock R. (2015) PD-L1 Expression as a Predictive Biomarker in Cancer
Immunotherapy. Mol Cancer Ther. 14.

Perabo F.G., Willert P.L., Wirger A., Schmidt D.H., Von Ruecker A., Mueller S.C.
(2005) Superantigen-activated mononuclear cells induce apoptosis in transitional cell
carcinoma. Anticancer Res. 25, 3565-3573.

Perabo F.G., Willert P.L., Wirger A., Schmidt D.H., Von Ruecker A., Mueller S.C.
(2005) Superantigen-activated mononuclear cells induce apoptosis in transitional cell
carcinoma. Anticancer Res. 25, 3565-3573.

Pfitzner B.M., Branstetter D., Loibl S., Denkert C., Lederer B., Schmitt W.D.,
Dombrowski F., Werner M., Rudiger T., Dougall W.C., von Minckwitz G. (2014) RANK
expression as a prognostic and predictive marker in breast cancer. Breast Cancer Res.
Treat. 145; 307-315.

Piccinini A.M., Zuliani-Alvarez L., Lim J.M.P., Midwood K.S. (2016) Distinct
microenvironmental cues stimulate divergent TLR4-mediated signaling pathways in
macrophages. Science Sign. 9; 86.

Pook S.H., Esuvaranathan K., Mahendran R. (2002) N-acetylcysteine augments the
cellular redox changes and cytotoxic activity of internalized Mycobacterium bovis in
human bladder cancer cells. J Urol. 168; 780-785.

Poon S.L., Huang M.N., Choo Y., McPherson J.R., Yu W., Heng H.L; Gan A., Myint
S.S,, Siew E.Y., Ler L.D., Ng L.G., Weng W.H., Chuang C.K., Yuen J.S., Pang S.T.,
Tan P., Teh B.T., Rozen S.G. (2015) Mutation Signatures Implicate Aristolochic Acid
In Bladder Cancer Development. Genome Med. 7; 1-10.

Powles T., Eder J.P., Fine G.D., Braiteh F.S., Loriot Y., Cruz C., et al. (2014)
MPDL3280A (anti-PD-L1) treatment leads to clinical activity in metastatic bladder
cancer. Nature. 515; 558-562.

Qian L.W., Fourcaudot A.B., Yamane K., You T., Chan R.K., Leung K.P. (2016)
Exacerbated and prolonged inflammation impairs wound healing and increases
scarring. Wound Repair Regen. 24; 26-34.



103

Quiao H, Cui Z, Yang S, Ju D, Wang Y, Yang Y, Han X, Fan Q, Qin A, Wang T, He
XP., BuW, Tang T (2017) Targeting osteocytes to attenuate early breast cancer bone
metastasis by theranostic upconversion nanoparticles with responsive plumbagin
release. ACS Nano. 7:7259-7273.

Quintero A., Alvarez-Kindelan J., Luque R.J., Gonzalez-Campora R., Requena M.J.,
Montironi R., et al. (2006) Ki-67 MIB1 labelling index and the prognosis of primary TaT1l
urothelial cell carcinoma of the bladder. J Clin Pathol. 59; 83-88.

Rakoff-Nahoum S., Medzhitov R. (2009) Toll-like receptors and cancer. Nat Rev
Cancer. 9, 57-63.

Rebelatto M.C., Midha A., Mistry A., et al. (2016) Development of a programmed cell
death ligand-1 immunohistochemical assay validated for analysis of non-small cell lung
cancer and head and neck squamous cell carcinoma. Diagn Pathol. 11; 95.

Reis L.O., Ferreira U., Billis A., Cagnon V.H., Favaro W.J. (2012) Anti-angiogenic
effects of the superantigen staphylococcal enterotoxin B and Bacillus Calmette-Guérin
immunotherapy for nonmuscle invasive bladder cancer. J Urol. 2; 438-45.

Reis, L.O., Favaro W.J., Ferreira U., Billis A., Fazuoli M.G., Cagnon V.H. (2010)
Evolution on experimental animal model for upper urothelium carcinogenesis. World J
Urol. 4, 499-505.

Reis, L.O., Pereira T.C., Favaro W.J., Cagnon V.H., Lopes-Cendes |I., Ferreira U.
(2009) Experimental animal model and RNA interference: a promising association for
bladder cancer research. World J Urol. 27, 353-361.

Renema N, Navet B, Heymann MF, Lezot F, Heymann D (2016) RANK-RANKL
signalling in cancer. Biosci. Rep. 36:1-18.

Ro J.Y., Starkel G.A., Ayala A.G. (1992) Cytologic and histologic features of superficial
bladder cancer. Urol Clin North Am. 19, 435-53.

Robert C, Karaszewska B, Schachter J, Rutkowski P, Mackiewicz A, Stroiakovski D,
et al. (2015). Improved overall survival in melanoma with combined dabrafenib and
trametinib. N. Engl. J. Med. 372:30-39.

Rodriguez-Alonso A., Pita-Fernandez S., Gonzalez-Carreré J., Nogueira-March J.L.
(2002) Multivariate analysis of survival, recurrence, progression and development of
metastasis in T1 and T2a transitional cell bladder carcinoma. Cancer. 94; 1677-1684.

Rosenquist T. A., Grollman A. P. (2016) Mutational signature of aristolochic acid: Clue
to the recognition of a global disease. DNA Repair. 44, 205-211.

Roux S., Amazit L., Meduri G., Guiochon-Mantel A., Milgrom E., Mariette X. (2002)
RANK (receptor activator of nuclear factor kappa B) and RANK ligand are expressed
in giant cell tumors of bone. Am. J. Clin. Pathol. 117, 210-216.

Saleh R, Elkord E (2020) FoxP3pT regulatory cells in cancer: Prognostic biomarkers
and therapeutic targets. Cancer Lett. 490:174-185.

San Miguel Fraile P.; Antén Badiola I., Ortiz Rey J.A., Alvarez Alvarez C, Fernandez
Costas A., Lago Fernandez M., et al. (2003) Estudio comparativo de la expresion de
p53, Ki67, bcl-2 y CK20 en el carcinoma transicional superficial de vejiga: correlacion
con la recurrencia, grado histoldgico y estadio clinico. Actas Urol Esp. 27; 587-593.



104

Sander B., Damm O., Gustafsson B. (1996) Localization of IL-1, IL-2, IL-4, IL-8 and
TNF in superficial bladder tumors treated with intravesical bacillus Calmette-Guerin. J
Urol. 156; 536-541.

Santini D., Perrone G., Roato I., Godio L., Pantano F., Grasso D., Russo A., Vincenzi
B., Fratto M.E., Sabbatini R., et al. (2011a) Expression pattern of receptor activator of
NFkB (RANK) in a series of primary solid tumors and related metastases. J. Cell
Physiol. 226; 780-784.

Santini D., Schiavon G., Vincenzi B., Gaeta L., Pantano F., Russo A., Ortega C., Porta
C., Galluzzo S., Armento G., et al. (2011b) Receptor activator of NF-kB (RANK)
expression in primary tumors associates with bone metastasis occurrence in breast
cancer patients. PLoS One. 6; 19234.

Satoh T., Akira S. (2016) Toll-Like Receptor Signaling And Its Inducible Proteins.
Microbiol Spectr. 2016.

Schalper K.A., Velcheti V., Carvajal D., Wimberly H., Brown J., Pusztai L., et al. (2014)
In situ tumor PD-L1 mRNA expression is associated with increased TILs and better
outcome in breast carcinomas. Clinical cancer research: an oficial journal of the
American Association for Cancer Research. 20; 2773-2782.

Schamhart D.H., Boer E.C., Reije T.M. (2000) Urinary cytokines reflecting the
immunological response in the urinary bladder to biological response modifiers: their
practical use. Eur Urol. 37, 16.

Schramek D, Leibbrandt A, Sigl V, Kenner L, Pospisilik JA, Lee HJ, et al. (2010)
Osteoclast differentiation factor RANKL controls development of progestindriven
mammary cancer. Nature. 468; 98-102.

Schreiber T.H. (2007) The use of FoxP3 as a biomarker and prognostic factor for
malignant human tumors. Cancer epidemiology, biomarkers & prevention: a
publication of the American Association for Cancer Research, cosponsored by the
American Society of Preventive Oncology. 16; 1931-1934.

Shankaran V., Iked H., Bruce A.T., White J.M., Swanson P.E., Old L.J., et al. (2001)
IFNgamma and Lymphocytes Prevent Primary Tumour Development and Shape
Tumour Immunogenicity. Nature. 410; 1107-1111.

Sharpe A.H., Wherry E.J., Ahmed R., et al. (2007) The function of programmed cell
death 1 and its ligands in regulating autoimmunity and infection. Nat Immunol. 8; 239-
245,

Shin M., Matsuo K., Tada T., Fukushima H., Furuta H., Ozeki S., Kadowaki T.,
Yamamoto K., Okamoto M., Jimi E. (2011) The inhibition of RANKL/RANK signaling
by osteoprotegerin suppresses bone invasion by oral squamous cell carcinoma cells.
Carcinogenesis. 32 1634-1640.

Shirota, Y., Shirota H., Klinman D.M. (2012) Intratumoral injection of CpG
oligonucleotides induces the differentiation and reduces the immunosuppressive
activity of myeloid-derived suppressor cells. J. Immunol. 188 1592-1599.

Siegel R., Naishadham D., Jemal A. (1983) Cancer statistics. CA Cancer J Clin. 62;
10-29, 2012.

Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics 2019. (2019) CA Cancer J Clin. 69; 7-
34.



105

Simatou A, Sarantis P, Koustas E, Papavassiliou AG, Karamouzis MV (2020) The Role
of the RANKL/RANK Axis in the Prevention and Treatment of Breast Cancer with
Immune Checkpoint Inhibitors and Anti-RANKL. Int. J. Mol. Sci. 21; 7570.

Sisay M, Mengistu G, Edessa D (2017) The RANK/RANKL/OPG system in
tumorigenesis and metastasis of cancer stem cell: potential targets for anticancer
therapy. Onco Targets Ther. 10:3801-3810.

Smith N.D., Rubenstein J.N., Eggener S.E., Kozlowski J.M. (2003) The P53 Tumor
Suppressor Gene and Nuclear Protein: Basic Science Review and Relevance in the
Management of Bladder Cancer. J Urol. 169; 1219-1228.

Sobacchi C, Menale C, Villa A (2020) The RANKL-RANK axis: a bone to thymus round
trip. Front. Immunol. 10:629-638.

Soloway M.S., Nissenkorn I., McCallum L. (1983) Urothelial susceptibility to tumor cell
implantation: comparison of cauterization with N-methyl-N-nitrosourea. Urology. 21,
159-161.

Song F.N., Duan M., Liu L.Z., Wang Z.C., Shi J.Y., Yang L.X., Zhou J., Fan J., Gao Q.,
Wang X.Y. (2014) RANKL promotes migration and invasion of hepatocellular
carcinoma cells via NF-kB-mediated epithelial-mesenchymal transition. PLoS One. 9,
108.

Sottnik J.L., Keller E.T. (2013) Understanding and targeting osteoclastic activity in
prostate cancer bone metastases. Curr Mol Med. 13, 626-39.

Steinberg G.D., Brendler C.B., Ichikawa T. (1990) Characterization of an N-methyl-N-
nitrosourea induced autochthonous rat bladder cancer model. Cancer Res. 50, 6668—
6741.

Steinberg G.D., Smith N.D, Ryder K., Stragman N.M., Slater S.J. (2011) Factors
affecting valrubicin response in patients with bacillus Calmette-Guérin-refractory
bladder carcinoma in situ. Postgrad Med. 123; 28-34.

Stopglia R.M., Matheus W.E., Garcia P.V., Billis A., Castilho M.A., Figueiredo de Jesus
V.H., Ferreira U., Favaro W.J. (2015) Molecular Assessment of Non-Muscle Invasive
and Muscle Invasive Bladder Tumors: Mapping of Putative Urothelial Stem Cells and
Toll-Like Receptors (TLR) Signaling. J Cancer Therapy. 6; 129-140.

SunY.,Wang Y., Zhao J, et al. (2006) B7-H3 and B7-H4 expression in non-small-cell
lung cancer. Lung Cancer. 53, 143-151.

Swann JB, Smyth MJ (2007) Immune surveillance of tumors. J. Clin. Invest. 117:1137-
1146.

Takeda K., Akira S. (2004) TLR signaling pathways. Semin Immunol. 16; 3-9.

Tate J.R., D.J., Patterson J.R., Velasco-Gonzalez C., Carroll E.N., Trinh J., Edwards
D., et al. (2012) Interferon-gamma-induced nitric oxide inhibits the proliferation of
murine renal cell carcinoma cells. Int J Biol Sci. 8; 1109-1120.

Taube J.M., Galon J., Sholl L.M., Rodig S.J., Cottrell T.R., Giraldo N.A., et al. (2018)
Implications of the tumor immune microenvironment for staging and therapeutics. Mod.
Pathol. 31; 214-234.

Taube J.M., Klein A., Brahmer J.R., Xu H., Pan X., Kim J.H., et al. (2014) Association
of PD-1, PD-1 ligands, and other features of the tumor immune microenvironment with
response to anti-PD-1 therapy. Clin. Cancer Res. 20; 5064-5074.



106

Teodoro J.G., Parker A.E., Zhu X., Green M.R. (2006) p53-mediated inhibition of
angiogenesis through up-regulation of a collagen prolyl hydroxylase. Science. 313;
968-971.

Theoleyre S., Wittrant Y., KwanTat S., Fortun Y., Redini F., Heymann D. (2004) The
molecular triad OPG/RANK/RANKL: involvement in the orchestration of
pathophysiological bone remodeling. Cytokine Growth Factor Rev. 15; 457-475.

Trieb K., Windhager R. (2015) Receptor activator of nuclear factor kB expression is a
prognostic factor in human osteosarcoma. Oncol. Lett. 10; 1813—-1815.

Tyner S.D, Venkatachalam S., Choi J., Jones S., Ghebranious N., Igelmann H., et all
(2002) P53 mutant mice that display early ageing-associated phenotypes. Nature. 415;
45-53.

Van Poznak C., Cross S.S., Saggese M., Hudis C., Panageas K.S., Norton L.,
Coleman R.E., Holen I. (2006) Expression of osteoprotegerin (OPG), TNF related
apoptosis inducing ligand (TRAIL), and receptor activator of nuclear factor kappaB
ligand (RANKL) in human breast tumours. J. Clin. Pathol. 59; 56—-63.

Van Rhijn B.W., Zuiverloon T.C., Vis A.N., Radvanyi F., van Leenders G.J., Ooms
B.C., et al. (2010) Molecular grade (FGFR3/MIB-1) and EORTC risk scores are
predictive in primary non-muscle-invasive bladder cancer. Eur Urol. 58: 433-441.

Wan L., Pantel K., Kang Y. (2013) Tumor metastasis: moving new biological insights
into the clinic. Nat. Med. 19; 1450-1464.

Wang J., Sun X., Zhang H., Wang Y., Li Y. (2015) MPA influences tumor cell
proliferation, migration, and invasion induced by RANKL through PRB involving the
MAPK pathway in endometrial cancer. Oncol. Rep. 33, 799-809.

Wang X., Teng F., Kong L., Yu J. (2016) PD-L1 expression in human cancers and its
association with clinical outcomes. Onco Targets Ther. 9; 5023-5039.

Wang X.W., Hussain S.P., Huo T.I., Wu C.G., Forgues M., Hofseth L.J., et al. (2002)
Molecular pathogenesis of human hepatocellular carcinoma. Toxicology. 181; 43-47.

Weldon T.E., Soloway M.S. (1975) Susceptibility of urothelium to neoplastic cellular
implantation. Urol. 5, 824-827.

Wittrant Y., Théoleyre S., Chipoy C., Padrines M., Blanchard F., Heymann D., Rédini
F. (2004) RANKL/RANK/OPG: new therapeutic targets in bone tumours and
associated osteolysis. Biochim. Biophys. Acta. 1704; 49-57.

Wong B.R., Josien R., Lee S.Y., Sauter B., Li H.L., Steinman R.M., Choi Y. (1997)
TRANCE (tumor necrosis factor [TNF]-related activation-induced cytokine), a New
TNF family member predominantly expressed in T cells, is a dendritic cell specific
survival factor. J. Exp. Med. 186, 2075-2080.

Wong B.R., Josien R., Lee S.Y., Vologodskaia M., Steinman R.M., Choi Y. (1998) The
TRAF family of signal transducers mediates NF-kB activation by the TRANCE
receptor. J Biol Chem. 273, 28355—-28359.

Woo S.R., Fuertes M.B., Corrales, L., Sprangers S., Furdyna M.J., Leung M.Y.,
Duggan R., Wang Y., Barber G.N., Fitzgerald K.A., Alegre M.L., Gajewski T.F. (2014)
STING-dependent cytosolic DNA sensing mediates innate immune recognition of
immunogenic tumors. Immunity. 41, 830-842.



107

Wu X., Li F., Dang L., Liang C., Lu A., Zhang G. (2020) RANKL/RANK system-based
mechanism for breast cancer bone metastasis and related therapeutic strategies.
Front. Cell Dev. Biol. 8; 76

Xie S., Lu Y., Quiao X., Hua R.X., Wang K., Shan X.F., Cai Z.G. (2016) What is the
prognostic significance of Ki67 positivity in oral squamous cell carcinoma? J. Cancer,
7, 758-767.

Yagi H., Nomura T., Nakamura K., Yamazaki S., Kitawaki T., Hori S., et al. (2004)
Crucial role of FOXP3 in the development and function of human CD25+CD4+
regulatory T cells. International immunology. 16; 1643-1656.

Yamada T., Tsuda M., Takahashi T., Totsuka Y., Shindoh M., Ohba Y. (2011) RANKL
expression specifically observed in vivo promotes epithelial mesenchymal transition
and tumor progression. Am. J. Pathol. 178, 2845-2856.

Yamaguchi K., Sugano K., Fukayama, et al. (1997) Polymerase chain reaction-based
approaches for detection of allelic loss in the p53 tumor suppressor gene in colon
neoplasms. Am J Gastroenterol. 92; 307-312.

Yeung C., Dinh T., Lee J. (2014) The health economics of Bladder Cancer: an updated
review of the published literature. Pharmacoeconomics. 32, 1093-104.

Yin H., Leong A.S. (2004) Histologic grading of noninvasive papillary urothelial tumors:
validation of the 1998 WHO/ISUP system by immunophenotyping and follow-up. Am J
Clin Pathol. 121; 679-687.

Yu D.S., Lee C.F., Chang S.Y. (2007) Immunotherapy for orthotopic murine bladder
cancer using bacillus Calmette-Guerin recombinant protein Mpt-64. J Urol. 177; 738—
742.

Yu H., Boyle T.A., Zhou C., Rimm D.L., Hirsch F.R. (2016) PD-L1 expression in lung
cancer. J. Thorac. Oncol. 11; 964-975.

Zeegers M.P., Tan F.E., Dorant E. (2000) The impact of characteristics of cigarette
smoking on urinary tract cancer risk: a meta-analysis of epidemiologic studies. Cancer.
89, 630—639.

Zeini M., Través P.G., Lopez-Fontal R., Pantoja C., Matheu A., Serrano M. (2006)
Specific contribution of p19(ARF) to nitric oxide-dependent apoptosis. J Immunol. 177;
3327-3336.

Zeuke, S., Ulmer A., Kusumoto S., Katus H.A. (2002) TLR4-mediated inflammatory
activation of human coronary artery endothelial cells by LPS. Cardiovasc. Resear. 56,
126-34.

Zhang L., Teng Y., Zhang Y., LiuJ., Xu L., QuJ., Hou K., Yang X., Liu Y., Qu X. (2012)
Receptor activator for nuclear factor kKB expression predicts poor prognosis in breast
cancer patients with bone metastasis but not in patients with visceral metastasis. J.
Clin. Pathol. 65, 36—40.

Zhang Z.G., Zhang L., Jiang Q., Zhang R., Davies K., Powers C., Bruggen N.V., Chopp
M. (2000) VEGF enhances angiogenesis and promotes blood-brain barrier leakage in
the ischemic brain. J Clin Invest. 106; 829-838.

Zhao B, Chang L, Fu H, Sun G, Yang W (2018) The role of autoimmune regulator
(AIRE) in peripheral tolerance. J. Immunol. Res. 2018: 1-6.



108

Zhao S., Zhang Y., Zhang Q., Wang F., Zhang D. (2014) Toll-like receptors and
prostate cancer. Front Immunol. 5; 352.

Zou W., Chen L. (2008) Inhibitory B7-family molecules in the tumour
microenvironment. Nat Rev Immunol. 8, 467—-477.



ANEXO 1 - Certificado de Bioética e Biosseguranca

i
W
o

LIMIC &RF 5

CEUA/UNICAMP
0

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta infitulada Efeitos do Modificador de Resposta Biolégica — Complexo

Fosfato Inorgdnico 1 (MRB-CFI-1) _na Via de Sinalizacio dos Receptores Toll-like e p53: Nova

Perspectiva Terapéutica para o Céancer de Bexiga Urindria Nao-Misculo Invasivo, registrada com o n®
4579-112017, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Wagner José Favaro e lanny Brum Reis, que envolve a
produgde, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
hemem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N°
11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as nommas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagéio Animal (GONCEA), tendo sido aprovada pela Comissédo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUAJUNICAMP, em reunido de 11 de maio de
2017.

Finalidade: { )Ensino { X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 06/06/2017-31/05/2020
| Vigéncia da autorizacac para manipulagao | 06/06/2017-31/05/2020 B
animal:
Espécie [ linhagem/ raga: Camundongo isegénico / C57BL/6JUnib
Mo. de animais: 50
Peso [ Idade: 07 semanas / 40g
Sexo: fémeas
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou ClBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em bioterios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 11 de maio de 2017.

)
MU oA

—
Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANMTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
apds o encerramento de sua vigneia. O formuldrio encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, &rea do
pesyuisador responsivel. A n3o apresentagie de relatério no prazo estabelecido impedira que noves protocolos
sejam submetidos.

109



ANEXO 2 - Declaracgéo de Direitos Autorais

Declaracéo

110

As coOpias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, j& publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertagdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
“NOVA PERSPECTIVA TERAPEUTICA PARA O CANCER DE BEXIGA URINARIA
NAO-MUSCULO INVASIVO: O MODIFICADOR DE RESPOSTA BIOLOGICA -
COMPLEXO FOSFATO INORGANICO 1 (MRB-CFI-1) ", ndo infringem os dispositivos

da Lei n.” 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 21de janeiro de 2021.

\‘g‘,/‘—__\ -‘ j
Qs ¥4 \ /‘
Assinatura :

Nome do(a) autor(a): lanny Brum Reis
RG n.” 13577384

-

Ty

=

- ar < Em
Assinatura : '/\/\ MV\’W / Er
Nome do(a) orientador(hj: Wagngr José Favaro

RG n.° 33.478.777-4 Prof° Or Wagner J. Favaro
IBIUNICAMP - Matr 300898
Membro ASCO - 7103829
Membro ESMO - 506089



