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Resumo
Agonistas dos receptores Toll-like (TLRs) podem representar candidatos promissores a

serem desenvolvidos como medicamentos contra o cancer. Atualmente, a terapia mais eficaz
para o cancer de bexiga urindria ndo-musculo invasivo (CBNMI) é a imunoterapia com BCG
(Bacillus Calmette-Guerin), embora sua utilizagdo esteja limitada a efeitos colaterais de
intensidades variadas. Diante deste cendrio destaca-se o P-MAPA, que por sua grande
versatilidade e minima citoxicidade, abre uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos
de canceres, incluindo o CBNMI. Assim, os objetivos principais deste estudo foram caracterizar
os efeitos histopatologicos e moleculares da imunoterapia intravesical com P-MAPA envolvendo
as vias de sinalizacdo dos TLRs 2 e 4 no tratamento do CBNMI induzido quimicamente em
camundongos selvagens (wild type - WT) e knockouts (-/-) para TLR4 e MyD88. Os efeitos da
imunoterapia com P-MAPA foram comparados com o tratamento com BCG. Foram utilizados
20 camundongos fémeas de cada linhagem (WT, TLR4-/- ¢ MyD88-/-), todos com 60 dias de
idade e mantidos no Centro de Medicina Nuclear da Faculdade de Medicina/USP — Sao Paulo.
Os animais foram divididos em 4 grupos de 5 animais, para cada linhagem: Grupo Controle
(CTL): recebeu uma dose intravesical de solucao fisioldgica por 3 semanas consecutivas; Grupo
MNU: recebeu uma dose intravesical de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) a cada 15 dias,
totalizando 3 doses; Grupo MNU+BCG: recebeu uma dose intravesical de BCG por 3 semanas
consecutivas; Grupo MNU+P-MAPA: recebeu uma dose intravesical de P-MAPA por 3 semanas
consecutivas. Apds 09 semanas de experimento, as bexigas urinarias foram coletadas e
submetidas as analises histopatologicas e Western Blotting. O presente trabalho demonstrou que
a imunoterapia com P-MAPA promoveu distinta ativagcdo do sistema imune inato mediada por
TLRs 2 e 4 em relagdo ao BCG, resultando no aumento da via de sinalizagdo para interferons
(TRIF, IRF3, IFN-a e IFN-y) e restauragdao dos niveis protéicos de p53. Ja a ativagao do sistema
imune por BCG resultou no aumento da sinalizagdo de citocinas inflamatorias (IKK-a, IKK-B,
NFk-B e IL-6), a qual ndo foi efetiva no tratamento do CBNMI em relagdo ao P-MAPA. O
adaptador MyD88 demonstrou papel essencial no compartilhamento das vias para produgdo de
citocinas pro-inflamatorias e interferons, sendo que sua auséncia levou a ineficicia dos
tratamentos com BCG e P-MAPA em todos os animais. A agdo antitumoral do P-MAPA, bem
como seu papel na restauracdo de p53 se mostaram dependentes da integridade do adaptador
MyD88. Considerando os dados em conjunto, pode-se concluir que a ativacdo da via de
sinalizagdo para interferons pelo P-MAPA foi mais efetiva no tratamento do CBNMI em relagado
a sinalizacdo de citocinas inflamatorias mediadas por BCG, de modo que o P-MAPA pode ser

considerado uma importante alternativa terap€utica para esse tipo de tumor.



Abstract

Compounds that are able to act as Toll-like receptors (TLRs) agonists may represent
promising candidates to be developed as drugs against cancer. Currently, the most effective
therapy for non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) is immunotherapy with BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) associated with transurethral resection. However, the use of BCG is associated
with side effects of varying strengths and in this scenario highlights the P-MAPA, which in great
versatility and minimal cytotoxicity, opens a new perspective for fighting certain types of
cancers, including NMIBC. Thus, the main objectives of this study were to characterize the
histopathological and molecular effects of intravesical immunotherapy with P-MAPA involving
the signaling pathways of TLRs 2 and TLR4 in the NMIBC treatment chemically induced in
Wild Type mice (Wild Type - WT) and knockouts (-/-) for TLR4 and MyD88. The effects of P-
MAPA immunotherapy were compared with BCG treatment. It were utilized 20 female mice of
each strain (WT, TLR4 -/- and MyD88 -/-), all with 60 days of age and kept in the Nuclear
Medicine Center, School of Medicine / USP - Sao Paulo. The animals were divided into 4 groups
of 5 animals for each strain: Control Group (CTL): received intravesical dose of saline for 3
consecutive weeks; MNU Group: received a intravesical dose of N-methyl-N-Nitrosourea
(MNU) every 15 days, a total of 3 doses; MNU+BCG Group: received received intravesical dose
of BCG for 3 consecutive weeks; MNU+P-MAPA Group: received intravesical dose of P-
MAPA for 3 consecutive weeks. After 09 weeks of experiment, urinary bladders were collected
and submitted to histopathological and Western blotting analysis. The present study showed that
P-MAPA immunotherapy led to distinct activation of the innate immune system TLR2 and 4-
mediated when compared to BCG, resulting in increased signaling pathway for interferon (TRIF,
IRF3, IFN-a and IFN-y ) and restoration of the p53 protein levels. The activation of the immune
system by BCG resulted in increased signaling cytokines (IKK-a, IKK-B, NF«x-B and IL-6),
which was not effective in the treatment of NMIBC when compared to P-MAPA. The MyD88
adapter was fundamental in the sharing of routes for the pro-inflammatory cytokines and
interferons production, and its absence led to inefficacy of the treatments with BCG and P-
MAPA in all animals. The antitumor action of P-MAPA, as well as its role in p53 restoration
were dependent on the MyDS88 adapter integrity. Taken together data obtained, it could be
concluded that activation of interferons signaling pathway by P-MAPA was more effective in the
NMIBC treatment in relation to the inflammatory cytokines signaling BCG-mediated, so that the

P-MAPA immunotherapy could be considered an important therapeutic strategy for this tumor

type.



1. Introducao
1.1. Carcinoma de Bexiga Urinaria Nao-Musculo Invasivo (CBNMI)

O carcinoma da bexiga urinaria (CB) ¢ a segunda doenca maligna mais comum do trato
urinario (Altekruse et al., 2010; American Cancer Society, 2015; Zhang et al., 2011; Siegel et al.,
2012). A Sociedade Americana do Cancer estima que havera cerca de 74 mil novos casos de CB
diagnosticados e 16 mil mortes causadas pelo CB nos Estados Unidos em 2015 (American
Cancer Society, 2015). Mais de 70% da incidéncia de CB ¢ superficial (pTis, pTa e pT1), tumor
nao-invasivo (CBNMI), e a ocorréncia de uma doenca invasiva ¢ ocasional (Kroft & Oyasu,
1994; Montironi & Lopez-Beltran, 2005; Reis et al., 2009; Zhang et al., 2011; Askeland et al.,
2012). Contudo, 50% dos tumores ndo-musculo invasivos recorrem em 4 anos apos o tratamento
e 11% evoluem para o fendtipo invasivo (Zhang et al., 2011; Askeland et al., 2012). J4 no Brasil,
a estimativa segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) ¢ que em 2014 surgiram 8940
novos casos de CB (Instituto Nacional de Cancer, 2014). A idade média ao diagnostico ¢ de 65 a
70 anos e o pico de incidéncia ocorre aos 85 anos.(Schutzel et al., 2008; Kirkali et al., 2005)
Com uma alta taxa de incidéncia, recorréncia e progressao do CB, os gastos no tratamento dessa
doenga sdao bastante altos. Do diagnostico até a morte o CB pode custar de 89287 a 202203
ddlares por paciente, dependendo do pais.(Botteman et al., 2003; Sievert et al., 2009) Por isso,
por ser uma doenga mais frequente em idosos, com o aumento da expectativa de vida da
populacdo a incidéncia da doenga tende a ser maior, e esses gastos muito mais preocupantes para
a saude publica.

Um numero significativo de fatores de risco tem sido relacionado ao desenvolvimento de
CB, como a exposi¢do a agentes cancerigenos quimicos. O tabagismo ¢ um dos maiores fatores
de risco, o qual € responsavel por um ter¢o dos casos de CB (Zeegers et al., 2000). A fumaca do
cigarro de tabaco contém cerca de 4.700 substancias quimicas, muitas das quais sdo compostos
genotoxicos, tais como os compostos N-nitroso e aminas aromaticas (Grimmer et al., 2000). A
urina dos fumantes tem mostrado caracteristicas mutagénicas, contendo o dobro da concentracao
total de aminas aromaticas quando comparada com os compostos encontrados na urina de nao-
fumantes (Grimmer et al., 2000).

Alteragdes neoplasicas podem ser iniciadas na bexiga urinaria de camundongos e ratos no
periodo de algumas semanas de tratamento com doses baixas de carcinogenos quimicos (Crallan
et al., 2006; Reis et al., 2009) que sdo instilados diretamente na bexiga dos animais (Crallan et
al., 2006). Em 1972, Hicks & Wakefield utilizaram 4 doses de N-metil-N-nitrosouréia (MNU)
para rapida indu¢ao do CBNMI em ratos, demonstrando que este ¢ um carcindégeno completo. O
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MNU pode atuar como iniciador e promotor da neoplasia podendo causar persistente metilagao
do DNA (Steinberg et al., 1990). Além disso, 0o MNU ¢ o tnico carcindgeno conhecido por agir
diretamente sobre o urotélio, sem necessidade de ativacdo metabdlica (Steinberg et al., 1990).
Posteriormente, este modelo foi modificado e reproduziu tumores de bexiga que sdo
clinicamente observados em humanos, os quais tiveram origem exclusiva no urotélio, foram
espontaneos e ndo-implantados e histologicamente equivalentes ao carcinoma de células
transicionais, sendo portanto, um importante modelo para o estudo do CBNMI (Perabo et al.,
2005; Reis et al., 2010).

O estudo do CBNMI tem sido amplamente abordado utilizando-se diversos modelos
experimentais, dentre eles, modelos de linhagens celulares uroteliais provenientes de roedores
que sdo facilitados pela acessibilidade do tecido e pela pronta transformacao espontanea destas
células comparadas as humanas. No entanto, a relevancia clinica dos achados derivados destes
modelos necessita de validagdo em modelos in vivo (Bohle & Brandau, 2003; Crallan et al.,
2006). Os modelos animais para carcinogénese de bexiga apresentam caracteristicas semelhantes
ao CBNMI desenvolvido em humanos (Reis et al., 2009). A estrutura e fun¢ao do trato urinario
inferior de roedores sdo semelhantes a dos seres humanos e ambas as espécies exibem perfis de
expressao génica similares no CBNMI, sugerindo que os roedores servem como modelo
experimental para o CB (Williams et al., 2008).

A carcinogénese urotelial em roedores sofre uma sequéncia de alteragdes morfologicas,
iniciando com hiperplasia simples seguida de hiperplasia nodular e papilar (Oliveira et al., 2006),
progredindo posteriormente para papiloma e, ocasionalmente, carcinomas nao-invasivos e,
finalmente, a neoplasias invasivas (Oyasu, 1995; Cohen, 2002). Muitos tumores exofiticos
induzidos em ratos sdo polipdides, geralmente pedunculados e com um padrdo de crescimento
papilar invertido (Oyasu, 1995; Cohen, 2002). A hiperplasia nodular em camundongos ¢
consideravelmente mais comum do que as proliferagdes papiliferas, ocorrendo com certa

frequéncia com auséncia completa de hiperplasia papilar (Fukushima et al., 1981).

1.2 — Via de Sinalizacio dos Receptores Toll Like (TLR), NF-kB e p53
Os receptores de toll-like (TLRs) pertencem a uma familia de receptores transmembrana

que reconhecem padrdes moleculares conservados de origem microbiana que sdo conhecidos por
padrdes moleculares associados a patogenos (Pathogen-associated molecular patterns; PAMPs)
(Srikrishna & Freeze, 2009; Galli et al., 2010; Kumar et al., 2011). Também, os TLRs t€ém um
papel fundamental na reparagdo tecidual e lesdo tecidual induzida por inflamacdo (Akira &

Takeda, 2004; Galli et al., 2010). Neste contexto, os ligantes de TLRS podem ser derivados

9



microbianos ou hospedeiros enddgenos (Takeda et al., 2003; Galli et al., 2010). TLRs que
reconhecem lipidios e proteinas ligantes (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) estdo expressos
na membrana plasmatica, enquanto TLRs que detectam &cidos nucleicos virais (TLR3, TLR7 e
TLRY) estdo localizados em compartimentos lisossomais (Takeda et al., 2003; Akira & Takeda,
2004; Takeda & Akira, 2004; Galli et al., 2010).

A sinalizagdo dos TLRs induz a ativag@o dos genes de citocinas inflamatérias como TNF-
a, IL-6, IL-1B e IL-12, bem como a expressao de moléculas co-estimulatérias em células
dendriticas e macrofagos. Coletivamente, cada TLR recruta uma combinacgdo especifica de
moléculas adaptadoras para ativar diferentes fatores de transcricdo que dardo origem a resposta
apropriada e efetiva contra o patdgeno estimulador (Akira & Takeda, 2004; Galli et al., 2010). A
transducdo de sinais dos TLRs ocorre através de diferentes proteinas adaptadoras, as quais
desencadeiam uma cascata de sinalizacao envolvendo o fator de transcrigdao nuclear kB (NF-xB),
proteinas-quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs), p38, proteinas quinases c-jun-N-terminal
(JNKs), proteinas quinases reguladoras de sinalizagdo extracelular (ERKs) e os fatores
regulatorios de interferon (IRF3, IRF5 e IRF7) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004).
Muitos dos efeitos conhecidos da sinalizagao dos TLRs ocorrem através da translocacao do NF-
kB e subsequente produc¢dao de moléculas inflamatorias e moléculas para sobrevivéncia celular,
como TNF-a ¢ interleucinas 1 e 6 (IL-1 ¢ IL-6) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004;
Galli et al., 2010). A fungdo cléassica dos TLRs consiste no recrutamento de leucocitos para os
tecidos infectados com posterior indugdo de respostas imunes adaptativas (Akira & Takeda,
2004; Galli et al., 2010). A ativacao de TLRs na superficie das células epiteliais induz a
expressao de moléculas de adesdo intercelular (ICAM), as quais desempenham um papel
fundamental na implantagdo e adesdo de leucocitos (Galli et al., 2010).

O reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs estimula o recrutamento de proteinas
adaptadoras que possuem dominios TIR em sua estrutura para interagir com o dominio TIR
intracelular dos TLRs (Figura 1) (Takeda & Akira, 2004). As moléculas adaptadoras envolvidas
na sinalizacdo dos receptores TLRs sdo: fator 88 de diferenciacdo mieldide (MyD8S), TIRAP,
TRIF e TRAM (Figura 1) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004). A proteina MyD88 ¢
utilizada por todos os TLRs, a excecdo do TLR3, e ativa NF-xkB e as vias das MAPKSs para
induzir a produgao de citocinas inflamatorias (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004).
TLR3 utiliza a molécula adaptadora TRIF para sinalizar a produ¢do de interferon e citocinas
inflamatorias via ativagdo dos fatores de transcricdo, IRF3 e NF-kB, respectivamente (Akira &
Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004). TRAM e TIRAP sdao moléculas adaptadoras utilizadas
pelo TLR4 para recrutar TRIF e pelo TLRs 2 e 4 para recrutar MyD88, respectivamente (Figura

10



1) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004). Assim, a sinalizagdo dos TLRs pode ser
classificada de duas formas: via dependente de MyD88 (via candnica) para a producdo de
citocinas inflamatorias e via dependente de TRIF (via nao-candnica) para a producao de
interferon (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004). TLR4 ¢ o tnico receptor que utiliza
as quatro moléculas adaptadoras (MyD88, TRIF, TIRAP ¢ TRAM) para desencadear sua
sinalizagao (Figura 1) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004).

TLR7 TLR1 MD-2

TLR3
TLR9 =)
TLR6
MyD88  MyD88 TRIF TRIF, I
TIRAP/Mal | |
NEMO/IKK IKKe/IKK:
IKKa TBK1
IKKB

NF-KB‘ -5 S - IRF-3

NF-xB l NF-xB j 4_
(cariypreccigpey [ (wephaipgy QT

| Inflammatory cytokines |

Figura 1: Via de sinaliza¢cdo dos TLRs (Takeda & Akira, 2004)

Os TLRs foram, inicialmente, identificados somente em células imunes e epiteliais,
contudo estudos recentes demonstraram que estes receptores também sdo expressos em algumas
células tumorais, sendo que essa expressao esta relacionada a carcinogénese (Rakoff-Nahoum &
Medzhitov, 2009; Galli et al., 2010). O papel dos TLRs no cancer ¢ uma questdo controversa,
pois dados conflitantes apontam os TLRs como reguladores negativos ou positivos da
carcinogénese. A administra¢do de agonistas dos TLRs exerceu fortes efeitos antineoplasicos
contra tumores desenvolvidos em camundongos e humanos (Rakoff-Nahoum & Medzhitov,
2009). A ativagdo dos TLR pode causar a regressio do tumor através do aumento da
permeabilidade vascular e por meio do recrutamento de leucécitos, os quais determinam a lise
das células tumorais pelas células natural killer (NK) e células T citotoxicas (Rakoff-Nahoum &

Medzhitov, 2009). Assim, um dos efeitos mais promissores da estimulacio dos TLRs por
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agonistas especificos na terapia do cancer ¢ a ativagdo do sistema imune adaptativo (Krieg, 2007;
Paone et al, 2008; Galli et al., 2010).

Evidéncias contraditorias apontam que sob certas condicdes, a inflamag¢do promove
carcinogénese, enquanto em outras ela exerce efeitos antitumorais. Este fato pode ser explicado
pela diferenca de intensidade e da natureza da resposta inflamatoria (Mantovani et al., 2008;
Galli et al., 2010). Na maioria dos casos, a inflamagdo associada ao cancer ¢ semelhante a
inflamacdo cronica, incluindo a producdo de fatores que estimulam o reparo tecidual e a
proliferagdo e sobrevivéncia da célula cancerosa (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). No
entanto, se a resposta inflamatdria se desenvolve em inflamacao aguda, um mecanismo efetor
imunolégico ¢ ativado com consequente regressao do tumor (Mantovani et al., 2008; Galli et al.,
2010). Considerando os diversos elementos que controlam os processos neopldsicos, um
importante papel ¢ atribuido aos membros da superfamilia de quimiocinas (Ben-Baruch, 2006).
Quimiocinas expressas pelas células tumorais e células do hospedeiro desempenham um papel
critico no desenvolvimento do tumor através da regulacdo da migracao de diferentes subtipos de
leucdcitos (Ben-Baruch, 2006). A proporc¢ao relativa de cada tipo de célula de defesa no interior
do tumor, por exemplo, macréfagos, células T, células NK, células dendriticas, ou outros
subtipos de leucocito, determina em grande parte o perfil imunolégico local (Allavena et al.,
2008). Em particular, células T CDS8 e alguns tipos de células do sistema imunolédgico inato,
como as células NK, podem inibir o crescimento tumoral (Allavena et al., 2008; Mantovani et
al., 2008; Galli et al., 2010).

Em contraste, a estimulagdo de alguns TLRs demonstrou aumento na proliferacdo e
sobrevivéncia tumoral, sugerindo que a estimulagdo dos TLRs favorece a carcinogénese (Jego et
al., 2006). Recentemente, a expressao aberrante do TLR4 foi encontrada na maioria dos
carcinomas humanos, incluindo o CB (Huang et al, 2005; Brown et al., 2003). Ainda, estudos
tém demonstrado que a ativagao da sinalizagcdo do TLR4 em células cancerosas correlacionou-se
com a progressao do tumor (Huang et al., 2005). Um estudo recente demonstrou que as células
uroteliais da bexiga urinaria expressaram TLR4 e a ativac¢ao da sinalizagdo do TLR4 resultou em
uma resposta significante de IL-6 (Song et al., 2007). A IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica com
fungdes pro-inflamatorias em células imunes e nao imunes (Seguchi et al., 1992). Cardillo et al.
(2000) demonstraram niveis elevados de IL-6 no soro e urina de pacientes com CB. Ja Okamoto
et al. (1997) verificaram que a IL-6 promoveu o crescimento in vitro das células do CB. Esses
mesmos autores concluiram que a IL-6 associada ao tumor pode atuar como um fator de
crescimento autdcrino para o CB. Entretanto, os mecanismos moleculares indutores de resposta
da IL-6 nas células do CB ainda ndo foram elucidados.
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A via de sinalizacdo do NF-kB desempenha um papel importante nas respostas ao cancer,
inflamacdo e estresse (Pahl, 1999; Meng et al., 2010). NF-xB ¢ um fator de transcri¢ao
encontrado no citoplasma ligado aos chamados inibidores de NF-xB (IkB). A ativacao do NF-kB
por fatores de crescimento e inflamatérios ¢ mediada através das proteinas quinases IkB (IKKS),
que fosforilam IxB, resultando na ubiquitinagdo IkBa e subsequente degradagdo proteossomica
(Figura 1) (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 2004; Meng et al., 2010). Como consequéncia, o0 NF-xB
¢ liberado do complexo IkB e se transloca para o ntcleo, onde se liga em sitios consenso do
DNA, ativando a expressdao génica (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 2004). A ampla distribui¢ao dos
sitios de ligacdo do NF-kB no genoma permite regular um vasto nimero de genes e participar em
processos celulares fundamentais, tais como apoptose, proliferagdo e diferenciagdo (Pham et al.,
2004; Luo et al., 2005). O NF-«xB responde a varias moléculas, como IL-1, TNF-q, citocromo
P450, melatonina e metaloproteinases de matriz (MMPs) (Pham et al., 2004; Luo et al., 2005).

p53 € uma proteina citoplasmatica codificada pelo gene TP53 (localizado no brago curto
do cromossomo 17) (Lu et al., 2002; Shariat et al., 2009; Netto, 2011). Esta proteina ¢ de
fundamental importancia, pois ¢ responsavel por regular o ciclo celular, além de ser supressora
tumoral (Lu et al., 2002; Shariat et al., 2009; Netto, 2011). Estudos de sequéncias promotoras de
resposta ao gene TP53 sugerem um papel geral desse como regulador dos danos ao DNA e no
controle da expressdo génica dos TLRs (Menendez et al., 2011). A maioria dos genes TLR
responde ao p53 por via candnica, bem como pelos sitios promotores de ligacdo ndo-candnicos
(Menendez et al., 2011). p5S3 possui diversos mecanismos antitumorais, tais como: ativacao de
proteinas de reparo do DNA, quando este encontra-se mutado; induzir a apoptose se o dano ao
DNA for irreparavel; controle do crescimento celular quando ha dano ao DNA, interrompendo o
ciclo celular na fase G1/S; e inibi¢do de angiogénese (Lu et al., 2002; Shariat et al., 2009; Netto,
2011). Diferentes trabalhos demonstraram que mutacdes no gene TP53, com conseqiiente
acumulo da proteina p53 nos nucleos das células tumorais uroteliais, estdo relacionadas a uma
maior taxa de recorréncia da neoplasia e diminui¢do da sobrevida dos pacientes acometidos por

esse tipo de cancer (Lu et al., 2002; Shariat et al., 2009; Netto, 2011).

1.3 — Imunoterapias no Cancer de Bexiga Urinaria Nao-Musculo Invasivo

O tratamento primario do CBNMI baseia-se no tratamento cirdrgico através da ressec¢ao
transuretral (RTU), seguido da imunoterapia intravesical com Bacillus Calmette-Guerin (BCG),
para diminui¢do da recidiva e prevencdo da progressdo tumoral (Askeland et al., 2012). O

cancer vesical, caracterizado por lesoes superficiais (CBNMI), apresenta elevada taxa de recidiva
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e progressdo apods resseccdo endoscopica (Askeland et al., 2012). Os tumores superficiais sdo
classificados em 3 estagios: Tis - carcinoma in Situ; Ta - papilifero e T1 - tumor confinado a
mucosa ¢ submucosa da bexiga, ocorrendo em 10%, 70% e 20%, respectivamente (Ro et al.,
1992; Epstein et al., 1998). 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 et al. (1976) foram pioneiros em comprovar 0 Sucesso
no tratamento do CBNMI com BCG. Desde entdo, BCG ¢ 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 relagdo as taxas de recorréncia e
progressao do tumor (Andreas & Brandau, 2003; Hall et al., 2007; Askeland et al., 2012).

A imunoterapia com BCG resulta em resposta imune massiva caracterizada pela inducao
da expressdo de citocinas tanto na urina quanto na bexiga e influxo de células inflamatorias na
parede vesical. Citocinas como TNF-q, fator estimulante de colonias de macrofagos (GMCSF),
interferon (IFN) e ILs induzem resposta de linfocitos T—helper e das células NK na bexiga
(Andreas & Brandau, 2003). De acordo com Schamhart et al. (2000), ap6s a instilagdo de BCG, a
parede vesical apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por linfocitos e granulocitos
com inducdo de resposta imune de longa duracdo, a qual pode persistir por mais de 1 ano.
Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a possivel correlagdo entre expressao de
citocinas e resultado da terapia ¢ alvo de intensa investigacdo (Schamhart et al., 2000). O uso de
organismos vivos e atenuados pode causar efeitos colaterais e dificuldade em predizer resposta.
Os efeitos colaterais estdo presentes em mais de 90% dos pacientes tratados com BCG, sendo
que esses vao desde sintomas irritativos leves a moderados do trato urinario até obito, passando
por complicagdes graves como instabilidade hemodinamica, febre persistente ou reagdes
alérgicas comprometendo sua utilizagdo (Lamm et al., 1986; Sylvester et al., 2002; Bohle &
Brandau, 2003).

Dessa forma, tratamentos alternativos utilizando imunomoduladores, como o uso do
agregado polimérico anidridico fosfolinoleato-palmitoleato de amodnio e magnésio (P-MAPA)
tém sido propostos com resultados promissores (Perabo et al., 2005; Duran & Nunes, 1990;
Nunes & Duran, 2003). O P-MAPA ¢ um biopolimero ndo-linear, com massa molecular de 320
kDa, produzido por método biotecnologico utilizando o fungo Aspergillus oryzae (Nunes &
Duréan, 2003). Os principais componentes da molécula sio Mg2+, NH4+, fosfato, acidos
linoleico e palmitoleico e proteina. O contetido percentual de proteina estd ao redor de 0,5%,
com massa molecular de 10 kDa. Os aminoacidos encontram-se distribuidos em porcentagem da
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seguinte maneira: Asp 7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro 0,5%; Gly 9,69%; Ala
7,46%; Vai 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 & Duran, 2003). O P-MAPA ¢ um farmaco cristalino,

cujo didmetro médio dos cristais ¢ de aproximadamente 200 um (Figura 2).

Figura 2: Micrografia dos microcristais de P-MAPA

O P-MAPA ndo demonstrou citotoxicidade ou genotoxicidade em culturas de células V79
e linfécitos humanos, bem como se mostrou atéxico em camundongos, caes € macacos (Durén et
al., 1993). Estudos preliminares in vivo e in vitro indicaram que este imonomodulador mostrou-
se capaz de combater doencas infecciosas, virais e alguns tipos de canceres (Duran et al., 1997;
Justo et al., 1999). Justo et al. (2003) verificaram, em camundongos portadores de tumor ascitico
de Ehrlich (TAE), mielossupressdo, aumento do numero de unidades formadoras de colonias de
granulocito/macrofagos (CFU-GM) no baco e esplenomegalia. Apods tratamento subcutdneo de
P-MAPA durante 7 dias nestes animais, observou-se redu¢do de 35% da esplenomegalia e do
crescimento tumoral, estimulacdo da mielopoiese, além do aumento da produgdo de IL-2 e
interferon-gama (IFN-y) com consequente aumento da atividade de células NK (Justo et al.,
2003). De acordo com estes autores, o efeito modulador do P-MAPA na resposta mielopoiética
estd relacionado a sua atividade antitumoral como um possivel mecanismo de regulagdo na
producao de CFU-GM e expressao de suas atividades funcionais. Também, Melo et al. (2001)
avaliaram os efeitos do P-MAPA no numero de CFU-GM na medula 6ssea de camundongos
infectados com Listeria monocytogenes e concluiram que este imunomodulador potencializou os
mecanismos imunolédgicos reguladores das células precursoras da medula dssea, as quais estdo
envolvidas no controle das alteragdes provocadas pelo tumor no sistema hemolinfopoiético do
hospedeiro. Também, Santiago et al. (2013) investigaram o potencial imunoterapéutico do P-
MAPA na leishmaniose visceral em caes e verificaram que o P-MAPA promoveu melhora dos
sinais clinicos e significativa reducdo da carga parasitaria na pele desses animais. Esses mesmos
autores, verificaram que em culturas de células mononucleares do sangue periférico houve
diminui¢do dos niveis de IL-10 e aumento dos niveis de IL-2 e IFN-y.
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Em modelos animais para o estudo de cancer, o P-MAPA demonstrou capacidade de
reverter o estado de imunossupressdo causado pelo processo tumoral, estando associado a este
efeito um significativo impacto teraputico na doenga primdaria ou nos processos metastaticos
(Justo et al., 2003). Estudos do presente grupo de pesquisa demonstraram que o P-MAPA possui
um importante efeito antitumoral no CBNMI. O P-MAPA aumentou os niveis protéicos de
TLR2, TLR4 e p53 quando administrado intravesicalmente em animais com CBNMI induzido
quimicamente, correlacionando com a regressdo tumoral (Favaro et al., 2012). Também,
experimentos in vitro com células HEK293 relevaram que o tratamento dessas células com P-
MAPA ativou o NF-kB com consequente estimulacdo dos TLRs 2 e 4 (Favaro et al., 2012).
Assim concluiu-se que o P-MAPA atuou como agonista dos TLRs 2 e 4 e ativou p53,
melhorando o estado imunulogico no CBNMI (Favaro et al., 2012).

Além disso, outros componentes do P-MAPA como a arginina e seus metabolitos,
parecem modular o crescimento de varios tipos de cé€lulas cancerosas. Singh et al. (2002)
verificaram que este aminoacido ¢ responsdvel por causar citostase e apoptose de células
cancerosas.

A imunoterapia com BCG ¢ a forma mais eficaz de terapia intravesical para a profilaxia
da recorréncia e progressao do CBNMI. Contudo, a imunoterapia com BCG esta frequentemente
associada com efeitos adversos locais e/ou sist€émicos, incluindo sepse, além de recorréncia
tumoral em até 30% dos casos. A incidéncia de efeitos adversos locais e sistémicos ¢
significativamente reduzida com a utilizacdo de agentes quimioterapicos. No entanto, a resposta
a quimioterapia intravesical ¢ incompleta e a recorréncia tumoral ¢ elevada (superior a 80%) em
pacientes com doenga ndo-musculo invasiva. Apesar disso, até hoje, ndo ha no mercado nenhum
outro medicamento mais eficaz que o BCG. Desta forma, o desenvolvimento de novas terapias
para o tratamento de CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem menores efeitos adversos
que as terapias classicas, sao muito relevantes. Nesta linha, ha uma intensa busca pelo
desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do cancer, incluindo o CBNMI.

Em face do papel estratégico dos imunoterdpicos e dos avangos dos métodos
biotecnologicos para producdo de novas moléculas com atividade farmacologica, destaca-se o
imunomodulador P-MAPA, que por sua grande versatilidade e minima citotoxicidade, reveladas
através de estudos in vivo ¢ in vitro, abre uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos
de canceres, incluindo o CBNMI. Os estudos iniciais do nosso grupo demonstraram que no
tratamento in vivo do CBNMI com P-MAPA houve regressdo significativa do tumor, indicando
um importante efeito antitumoral deste imunomodulador envolvendo a ativa¢do dos TLRs 2 e 4
(Favaro et al., 2012).
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Outro ponto relevante, ¢ o estudo da interagdo das diferentes modalidades terapéuticas
com os mecanismos de reparo celular envolvendo as vias de sinalizacdo dos TLRs 2 e 4, p53,
NF-«xB, PI3K, PTEN e Akt, as quais sao fundamentais para o entendimento da carcinogé€nese
urotelial. Atualmente as terapias antitumorais consistem no ataque de células em divisdo através
de quimioterapia e radioterapia. O sucesso do tratamento depende do tipo de cancer, uma vez
que cada neoplasia apresenta caracteristicas particulares de sobrevivéncia e evasdao imune. O
estudo da biologia das células cancerosas demonstrou um persistente ambiente imunossupressor
ao redor das células transformadas (Liu et al., 2007). Assim, compostos que sdo capazes de agir
como agonistas dos receptores Toll-like (TLRs) podem representar candidatos promissores a
serem desenvolvidos como medicamentos contra o cancer. Contudo, os mecanismos de ativacao
do sistema imune através das vias de sinalizagdo dos TLRs pelo P-MAPA necessitam de
elucidacgao.

A descoberta e desenvolvimento de medicamentos, como o P-MAPA, ¢ um
empreendimento de alto risco e de longo prazo de maturagdo que exige a participagdo de muitos
grupos e institui¢des de pesquisa para ser bem sucedido. Este processo pode ser auxiliado ou
facilitado, pela eventual existéncia de um ambiente social € econdmico que seja estimulador da
criacdo de produtos de base tecnoldgica, retribuindo a novidade ou utilidade criada. A parceria
do nosso grupo de pesquisa com a Farmabrasilis, uma organizagdo nao governamental sem
finalidades lucrativas e uma rede internacional de pesquisas, objetiva construir um ambiente de
pesquisa e desenvolvimento de produtos farmacéuticos pioneiro e unico na América do Sul.
Assim, nossa contribuicdo para o desenvolvimento do P-MAPA foi identificar os possiveis
mecanismos de acdo e seus efeitos bioldgicos no tratamento do cancer de bexiga urindria.

Considerando a importancia de tratamentos alternativos que reduzam as taxas de
recorréncia, progressdo tumoral, bem como seu impacto na evolugdo clinica dos pacientes com
CBNMI, os objetivos gerais deste estudo foram caracterizar os efeitos histopatologicos e
moleculares das imunoterapia intravesical com P-MAPA envolvendo as vias de sinalizacdo dos
TLRs 2 e 4 no tratamento do CBNMI induzido em camundongos selvagens (wild type - WT) e
knockouts (KO) para TLR4 e MyD88, bem como estabelecer os possiveis mecanismos de agdo
desse imunomodulador relacionando as vias de sinalizacdo dos TLRs 2 ¢ 4 com os outros fatores
de reparo celular (NF-xB, p53). Os efeitos da imunoterapia com P-MAPA foram comparados
com o tratamento com BCG. Tais objetivos gerais foram alcancados através dos seguintes

objetivos especificos:
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a) Caracterizacdo da histopatologia do CBNMI de camundongos WT, TLR4-/- e
MyD88-/- induzidos quimicamente, € comparar a progressao tumoral frente as imunoterapias
com BCG e P-MAPA;

b) Caracterizar e comparar os efeitos das imunoterapias com BCG e P-MAPA nas vias
de sinalizacdo dos TLRs 2 e 4 (IKK-a, IKK-B, NF-kB, IL-6, TRIF, IRF3, IFN-a, IFN-y) por
Western Blotting no CBNMI de camundongos WT, TLR4-/- e MyD88-/- induzidos

quimicamente;
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2. Materiais e Métodos
2.1 — Animais e Procedimento Experimental

No presente trabalho foram utilizados 20 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6
(wild type - WT), 20 camundongos fémeas knockout para TLR4 (TLR4-/-) e 20 camundongos
fémeas knockout para MyD88 (MyD88-/-), todos com 60 dias de idade e mantidos no Centro de
Medicina Nuclear da Faculdade de Medicina/ Universidade de Sdao Paulo (USP) — Sdo Paulo.
Para a inducao do CBNMI, 45 animais (sendo 15 animais de cada linhagem) foram anestesiados
com Cloridrato de Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, S&o Paulo, Brasil) e Cloridrato de
Cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA), mantidos nesse estado por 45 minutos
para evitar micgdo espontanea e instilada uma dose de 1,5 mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia
(MNU - Sigma, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em 0,1 mL de citrato de sodio (IM pH 6,0) a
cada 15 dias (semanas 0, 2, 4), totalizando 3 doses (modificado de Favaro et al., 2012). Os outros
15 animais (sendo 5 animais de cada linhagem) que nao receberam MNU foram considerados
como Grupo Controle. Posteriormente, os animais foram divididos em 4 grupos (5 animais por
grupo) para cada linhagem:

a) Grupo Controle: recebeu uma dose intravesical de 0,3 mL de solugado fisioldgica

0,9% por 3 semanas consecutivas (Favaro et al., 2012);

b) Grupo MNU (Céancer): recebeu o mesmo tratamento que o grupo Controle;

c) Grupo MNU+BCG: recebeu uma dose intravesical de 10° UFC — 40 mg de BCG

(Fundacédo Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) diluida em 0,1 mL de solugdo
fisiologica 0,9% por 3 semanas consecutivas (Favaro et al., 2012);
d) Grupo MNU+P-MAPA: recebeu uma dose intravesical de 5 mg/Kg de P-MAPA

(Farmabrasilis, S&o Paulo, Brasil) dissolvida em 0,1 mL de solugéo fisioldgica 0,9% por

3 semanas consecutivas (Favaro et al., 2012).
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Figura 3: Delineamento Experimental.

As doses intravesicais nos diferentes grupos experimentais foram instiladas via cateter
flexivel 20 gauge (Abocath, S&o Paulo, Brasil). Os animais de todos os grupos experimentais
receberam agua ¢ a mesma dieta solida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Apoés 9
semanas de experimento, os animais foram eutanasiados e as bexigas urinarias coletadas e

submetidas as analises histopatologicas e Western Blotting.

2.2 — Analises Histopalogicas

Amostras da bexiga urindria de 5 animais de cada grupo experimental (para cada
linhagem: WT, TLR4-/- e MyD88-/-) foram coletadas, fixadas em Bouin por vinte e quatro horas.
Ap6s a fixacao, os tecidos foram lavados em alcool etilico a 70%, com posterior desidratacdo em
uma série crescente de alcoois, diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos em Paraplast Plus
(Sigma, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados no micrétomo
rotativo com espessura de Sum, corados em Hematoxilina-Eosina e fotografados em
fotomicroscopio. As lesdes uroteliais foram classificadas conforme o estadiamento proposto pelo
consenso da Organizacdo Mundial da Saude/Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica

(Epstein et al., 1998).
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2.3 — Extracao de Proteinas e Western Blotting
Amostras da bexiga urindria foram coletadas de todos os animais de cada grupo

experimental, congeladas e, posteriormente, submetidas as analises de Western Blotting. Os
fragmentos foram homogeneizados em tampao de extragdo, e os extratos obtidos por
centrifugacdo durante 20 minutos a 14000 rpm a 4°C. A determinacdo da concentracdo de
proteinas foi realizada pelo método de Bradford e as leituras feitas por ELISA (Multi-Mode
Microplate Reader Synergy H1M; Bio-Tek Instruments, EUA). O correspondente a 70
microgramas de proteinas foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. Apds a eletroforese, o
material foi transferido eletricamente para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
incubadas overnight com anticorpos primarios especificos para a detec¢do dos antigenos TLR2,
TLR4, NFkB, IL-6, TRIF, IRF3, IFN-y, IFN-a, IKK-a, IKK-B ¢ p53 diluidos em BSA 1%
(Tabela 1). Posteriormente, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas por 2 horas
com anticorpos secundarios (Anti-Rabbit IgG, A6154, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA;
Anti-Mouse IgG, A2304, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA; Anti-Goat I1gG, AP106P,
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) diluidos em BSA 1%. Apds nova série de
lavagens com TBS-T, a atividade peroxidésica foi revelada com o cromégeno diaminobenzidina
(DAB). O anticorpo para Actina foi usado como controle enddgeno. A intensidade da marcagao
obtida nas diferentes situacdes foi determinada por densitometria através do programa de analise
de imagens NIHImageJ 1.47v (National Institute of Health, EUA. Disponivel em:
http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Tabela 1: Caracteristicas dos Anticorpos Primarios para Western Blotting.

Anticorpos Primarios | Espécie hospedeira | Codigo Fonte

TLR2 Rabbit (Policlonal) 251110 Abbiotec, San Diego, CA, EUA
NFxB Rabbit (Policlonal) ab7970 Abcam, Cambridge, MA, EUA

IL-6 Rabbit (Policlonal) 251287 Abbiotec, San Diego, CA, EUA
TRIF Rabbit (Policlonal) ab13810 Abcam, Cambridge, MA, EUA

IRF3 Rabbit (Policlonal) ab25950 Abcam, Cambridge, MA, EUA
IFN-y Mouse (Policlonal) 507802 BioLegend, San Diego, CA, EUA
IFN-a Rabbit (Policlonal) Mbs857227 | MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EUA
TLR4 Rabbit (Policlonal) s¢-30002 Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA
IKK-a Rabbit (Policlonal) sc-7218 Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA
IKK-B Goat (Policlonal) sc-34673 Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA
P53 Rabbit (Policlonal) sc-6243 Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA
Actin Goat (Policlonal) sc-1615 Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA

21


http://rsb.info.nih.gov/ij/

2.4 - Analises Estatisticas
Os parametros quantificados (analises de Western Blotting) foram analisados

estatisticamente para os diferentes grupos experimentais. Para a andlise estatistica foram
empregados o Test-T e a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey post hoc
para comparacao entre médias. Todas as analises foram realizadas com nivel de significincia de

1% e 5%. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
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3. Resultados
3.1 Analises Histopatologicas
3.1.1 Animais Wild Type

O grupo Controle ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas. O urotélio normal foi
composto por 2 - 3 camadas, sendo: uma camada de células basais, uma camada celular
intermédia, e uma camada superficial ou apical composta por células em guarda-chuva (Figuras

4a, 4b; Tabela 2).

Em contraste, o trato urinario do grupo MNU apresentou alteragdes histopatologicas, tais
como: carcinoma in situ (pTis) (Figura 4c, 4d) e carcinoma papilifero (pTa) em 80% e 20% dos
animais, respectivamente (Tabela 2). O carcinoma in situ (pTis) foi caracterizado por uma
desordenada proliferacio das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano, com
acentuadas atipias celulares caracterizadas por nucleos volumosos, reducdo do citoplasma e
nucléolos multiplos e proeminentes. O carcinoma papilifero (pTa) foi caracterizado por extensas
lesdes papiliferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade, nucleos

pleomorficos com nucléolos proeminentes e grandes nucleos hipercromaticos.

O carcinoma papilifero de alto grau (40%) (Figura 4e) e o Carcinoma in situ (40%) foram
as alteragdes histopatologicas mais frequentes na bexiga urinaria do grupo MNU+BCG. Apenas

20% nao apresentou nenhuma alteracdo histopatologica, sendo considerado normal (Tabela 2).

Nas analises histopatologicas do grupo MNU+P-MAPA, foi mais frequente o urotélio
normal, presente em 60% dos animais (Tabela 2). A Unica alteracdao histopatoldgica encontrada
no grupo MNU+P-MAPA foi hiperplasia plana (40%) (Figura 4f). A hiperplasia plana foi

caracterizada por espessamento do urotélio e auséncia de atipias citologicas.
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Wild-Type (WT)

Figuras 4a — 4f: Fotomicrografias das alteragdes histopatologicas mais frequentes das bexigas urindrias da
linhagem wild-type (WT) TLR4-/- dos grupos Controle (a, b), MNU (c, d), MNU+BCG (¢) ¢ MNU+P-
MAPA (f). (a, b) Urotélio normal composto por 2-3 camadas: uma camada superficial composta por células
em guarda-chuva (cabeca de seta aberta), uma camada de células basais (cabeca de seta fechada) e uma
camada de células intermediarias (seta). (c, d) Carcinoma in situ (pTis) caracterizado por intensa atipia
celular e nucleos volumosos (setas) (e) Carcinoma papilifero (pTa) alto grau caracterizado por extensas
lesGes papiliferas e células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade. (f) Hiperplasia
plana caracterizada por espessamento do urotélio e auséncia de atipias citologicas. a - f: Lp — lamina propria,

Ur - urotélio.
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Figuras 4g — 41: Fotomicrografias das alteragdes histopatoldgicas mais frequentes das bexigas urinarias da
linhagem TLR4-/- dos grupos Controle (g), MNU (h), MNU+BCG (i) e MNU+P-MAPA (j, k, ). (g, j)
Urotélio normal composto por 2-3 camadas: uma camada de células em guarda-chuva, uma camada de
células basais ¢ uma camada de células intermediarias. (h) Carcinoma in situ (pTis) caracterizado por intensa
atipia celular e nucleos volumosos. (i) Carcinoma papilifero (pTa) alto grau caracterizado por extensas lesdes
papiliferas e células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade. (k) Hiperplasia plana
caracterizada por espessamento do urotélio e auséncia de atipias citologicas. (I) Neoplasia intraurotelial de
baixo grau caracterizada (displasia) caracterizada por espessamento do urotélio e presenga de poucas atipias

celulares. g - I: Lp — lamina propria, Ur - urotélio.

Tabela 2: Porcentagem de alteragdes histopatologicas na bexiga urinaria dos animais Wild Type dos

grupos Controle, MNU, MNU+BCG e MNU+P-MAPA.

Grupos
Histopatologia Controle MNU MNU+BCG MNU+P-MAPA
(n=05) (n=05) (n=05) (n=05)
Normal 05 ) 0 0
(100%) 01 (20%) 03 (60%)
Hiperplasia Plana - - - 02(40%)
Neoplasia Intraurotelial Alto Grau —
; 04 02 (40%) i
Carcinoma in situ (pTis) (80%)
Carcinoma Papilifero de Alto Grau 01
o o
(pTa) (20%) 02 (40%) i

3.1.2 Animais TLR4-/-
O grupo Controle ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas. O urotélio normal foi

composto por 2 - 3 camadas, sendo: uma camada de células basais, uma camada celular

intermédia, e uma camada superficial ou apical composta por células em guarda-chuva (Figura
4g).

Em contraste, o trato urinario do grupo MNU apresentou alteragdes histopatoldgicas, tais
como: carcinoma in situ (pTis) (Figura 4h), e carcinoma papilifero (pTa) em 60% e 40% dos
animais, respectivamente (Tabela 3). O carcinoma in situ (pTis) foi caracterizado por uma
desordenada proliferacio das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano, com
acentuadas atipias celulares caracterizadas por nucleos volumosos, reducdo do citoplasma e

nucléolos multiplos e proeminentes. O carcinoma papilifero (pTa) foi caracterizado por extensas
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lesdes papiliferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade, nucleos

pleomorficos com nucléolos proeminentes e grandes nucleos hipercromaticos.

O carcinoma papilifero de Alto Grau (80%, Figuras 4i) e o Carcinoma in Situ (20%)

foram as alteragdes histopatologicas mais frequentes na bexiga urindria do grupo MNU+BCG

(Tabela 3).

No grupo MNU+P-MAPA, apenas 40% dos animais ndo apresentou nenhuma alteragdo
histopatologica, sendo semelhante ao grupo Controle (Figura 4j). As alteracdes histopatologicas
mais frequentes foram Neoplasia Intraurotelial Baixo Grau (20%, Figura 41), Hiperplasia Plana
(20%, Figura 4k) e Carcinoma Papilifero (20%, Tabela 3) . A neoplasia intraurotelial de baixo
grau foi caracterizada por aumento do numero de camadas celulares no urotélio, hipercromasia
nuclear e displasia, a hiperplasia plana foi caracterizada por espessamento do urotélio e auséncia
de atipias citologicas e o carcinoma papilifero (pTa) foi caracterizado por extensas lesdes
papiliferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade, nucleos

pleomorficos com nucléolos proeminentes e grandes nicleos hipercromaticos.

Tabela 3: Porcentagem de alteragdes histopatologicas na bexiga urindria dos animais TLR4-/- dos

grupos Controle, MNU, MNU+BCG ¢ MNU+P-MAPA.

Grupos
Histopatologia Controle MNU MNU+BCG MNU+P-MAPA
(n=05) (n=05) (n=05) (n=05)
Normal 05 - . 0
(100%) 02 (40%)
Hiperplasia Plana - - - 01 (20%)
Neoplasia Intraurotelial Baixo Grau - - - 01 (20%)
Neoplasia Intraurotelial Alto Grau — 01
. . , - 03 (60%) o -
Carcinoma in situ (pTis) (20%)
Carcinoma Papilifero (pTa) i 02 (40%) 04

(80%) 01 (20%)

3.1.3 Animais MyD88-/-
O grupo Controle ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas. O urotélio normal foi

composto por 2 - 3 camadas, sendo: uma camada de células basais, uma camada celular
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intermédia, e uma camada superficial ou apical composta por células em guarda-chuva (Figura

5a, 5b).

Em contraste, o trato urindrio do grupo MNU apresentou alteracdes histopatoldgicas, tais
como: carcinoma in situ (pTis) em 20% dos animais, carcinoma papilifero de alto grau (pTa) em
20% dos animais e 60% dos animais apresentou Carcinoma Urotelial com Invasdo de Lamina
Propria (pT1) (Figuras 5c, 5d, Tabela 4). O carcinoma in situ (pTis) foi caracterizado por uma
desordenada proliferacio das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano, com
acentuadas atipias celulares caracterizadas por nucleos volumosos, reducao do citoplasma e
nucléolos multiplos e proeminentes. O carcinoma papilifero de alo grau (pTa) foi caracterizado
por extensas lesoes papiliferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da
polaridade, nucleos pleomorficos com nucléolos proeminentes e grandes nucleos
hipercromaticos. O carcinoma urotelial com invasao da lamina propria (pT1) foi caracterizado
por células neoplasicas agrupadas em pequenos grupos ou corddes invadindo a lamina propria,

numerosas figuras de mitose e células pleomorficas com nicleos aumentados.

O carcinoma urotelial com invasdo de lamina propria (60%), o carcinoma papilifero de
alto grau (20%, Figura 5e) e o Carcinoma in situ (20%) foram as alteracdes histopatologicas

mais frequentes na bexiga urindria do grupo MNU+BCG (Tabela 4).

No grupo MNU+P-MAPA, 80% dos animais apresentaram Carcinoma Papilifero de Alto
Grau (pTa) (Figura 5f) e 20% apresentou Carcinoma Urotelial com Invasdo de Lamina Propria
(pT1) (Figuras 3f, Tabela 3). Além disso, 20% dos animais apresentou metaplasia escamosa

caracterizada por grupos de células escamosas com queratinizagdo ¢ minimo pleomorfismo nuclear.
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Tabela 4: Porcentagem de alteragdes histopatologicas na bexiga urindria dos animais MyD88-/- dos grupos

Controle, MNU, MNU+BCG ¢ MNU+P-MAPA.

Grupos
Histopatologia Controle  MNU  MNU+BCG MNU+P-MAPA
(n=05) (n=05) (n=05) (n=05)

Normal 05 (100%) - - -

Neoplasia Intraurotelial Alto

Grau — Carcinoma in situ (pTis) YU Es) )

Carcinoma Papilifero de Alto

- 0, 0, 0
Grau (pTa) 01 (20%) 02 (40%) 04 (80%)
Carcinoma Urotelial com
Invasdo de Lamina Propria - 03 (60%) 02 (40%) 01 (20%)

(PT1)

Figuras 5a — 5f: Fotomicrografias das alteracGes histopatologicas mais frequentes das bexigas urinarias da
linhagem MyD88-/- dos grupos Controle (a, b), MNU (c, d), MNU+BCG (e) ¢ MNU+P-MAPA (f). (a, b)
Urotélio normal composto por 2-3 camadas: uma camada superficial composta por células em guarda-chuva
(cabeca de seta aberta), uma camada de células basais (cabe¢a de seta fechada) ¢ uma camada de células
intermediarias (seta). (c, d) Carcinoma urotelial com invasdo da ldmina propria (pT1): células neoplasicas

dispostas em pequenos grupos (setas) invadindo a ldmina propria. (e, f) Carcinoma papilifero (pTa) alto grau
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caracterizado por extensas lesdes papiliferas e células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da

polaridade. a - f: Lp — lamina propria, Ur - urotélio.

3.2 Analises de Western Blotting
3.2.1 Animais Wild Type

Via dependente de MyD88 (candnica)

Os niveis protéicos para TLR2 foram significativamente maiores nos grupos MNU+BCG
e MNU+P-MAPA, em relagdo ao grupos Controle ¢ MNU. Em relacdo a IKK-a, o grupo
MNU+P-MAPA apresentou seus niveis protéicos proximos aos niveis protéicos do grupo
Controle, enquanto que o grupo MNU apresentou o nivel mais baixo de IKK- o e o grupo
MNU+BCG apresentou o nivel mais alto. Ja para IKK-f3, os niveis protéicos mais altos foram no
grupo MNU+BCG em relagdo aos niveis mais baixos dos grupos Controle, MNU e MNU+P-
MAPA (Figura 6).

Para IL-6, os niveis protéicos foram significativamente mais baixos nos grupos MNU+P-
MAPA e Controle em rela¢do aos grupos MNU e MNU+BCG. Para NF«B, os niveis protéicos
também foram significativamente mais baixos nos grupos MNU+P-MAPA e Controle em

relacdo aos grupos MNU e MNU+BCG (Figura 7).

Via dependente de TRIF (ndo candnica)

Para TLR4, os niveis protéicos foram significativamente mais altos no grupo MNU+P-
MAPA em relacdo aos grupos Controle, MNU e MNU+BCG. J4 para TRIF os niveis protéicos
foram significativamente mais altos nos grupos MNU+P-MAPA, seguido pelo grupo Controle,
em relagdo aos grupos MNU e MNU+BCG. Em relacdo ao IRF3, os niveis protéicos também
foram significativamente mais altos no grupo MNU+P-MAPA, seguido pelo grupo Controle,
quando comparados com os grupos MNU e MNU-+BCG (Figura 8).

Para IFN-a, os niveis protéicos foram significativamente mais altos no grupo MNU+P-
MAPA seguido pelos grupos Controle, MNU+BCG e MNU. Ja para IFN-y, o nivel protéico
apresentou-se significativamente mais alto no grupo MNU+P-MAPA seguidos pelos grupos
MNU+BCG, MNU e Controle (Figura 9).

Para p53, os niveis protéicos foram significantemente mais altos nos grupos MNU+P-
MAPA e Controle e os grupos MNU e MNU+BCG apresentaram niveis protéicos mais baixos de
P53 (Figura 9).
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Figura 6: Representagdo do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa das proteinas TLR2, IKK-a, e IKK-
P extraidas da bexiga urinaria dos grupos Controle, MNU, MNU+BCG ¢ MNU+P-MAPA da linhagem de animais
Wild type e TLR4-/-. Os niveis protéicos foram identificados nos blotts. Actina foi usada como controle endégeno.

Os dados foram expressos como média + desvio padrao (n= 05)
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Figura 7: Representagdo do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa das proteinas NFxB e IL-6 extraidas
da bexiga urinaria dos grupos Controle, MNU, MNU+BCG ¢ MNU+P-MAPA da linhagem de animais Wild type ¢
TLR4-/-. Os niveis protéicos foram identificados nos blotts. Actina foi usada como controle endogeno. Os dados
foram expressos como média + desvio padrao (n= 05)
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Figura 8: Representagdo do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa das proteinas TLR4, TRIF e
IRF3 extraidas da bexiga urindria dos grupos Controle, MNU, MNU+BCG ¢ MNU+P-MAPA da linhagem de
animais Wild type e TLR4-/-. Os niveis protéicos foram identificados nos blotts. Actina foi usada como controle
endégeno. Os dados foram expressos como média + desvio padrido (n= 05)
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Figura 9: Representagao do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa das proteinas IFN-a,, IFN-
v e p53 extraidas da bexiga urinaria dos grupos Controle, MNU, MNU+BCG ¢ MNU+P-MAPA da
linhagem de animais Wild type e TLR4-/-. Os niveis protéicos foram identificados nos blotts. Actina foi
usada como controle endogeno. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 05)
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3.2.2 Animais TLR4-/-

Via dependente de MyD88 (candnica)

O nivel protéico de TLR2 apresentou-se significantemente mais alto no grupo MNU+P-
MAPA e MNU+BCG em relagdo aos grupos Controle e MNU e em relacdo aos grupos dos
animais Wild Type. Para IKK-o os niveis protéicos significantemente mais altos foram nos
grupos Controle e MNU+BCG seguidos por MNU+P-MAPA e MNU e ndo apresentou diferenga
estatisticamente significante com os grupos dos animais Wild Type. Ja para IKK-B o nivel
protéico foi significantemente mais alto no grupo MNU+BCG, seguido pelos grupos Controle,
MNU+P-MAPA e MNU, ¢ relacionando aos animais Wild Type, o grupo MNU apresentou niveis
protéicos mais baixos em rela¢do ao grupo MNU Wild Type e os grupos MNU+BCG e MNU+P-
MAPA apresentaram niveis protéicos mais altos em relagdo aos grupos MNU+BCG e MNU+P-
MAPA Wild Type (Figura 06).

Para NF«B, o nivel protéico foi significantemente mais baixo no grupo MNU+P-MAPA,
seguido pelo grupo Controle ¢ os grupos MNU e MNU+BCG apresentaram os niveis protéicos
significantemente mais altos, e relacionando cada grupo ao mesmo grupo dos animais Wild Type,
ndo houve diferenca estatisticamente significante. J4 para IL-6, os niveis protéicos foram
significantemente mais baixos nos grupos Controle ¢ MNU+P-MAPA, e relacionando cada
grupo ao mesmo grupo dos animais Wild Type, ndo houve diferencga estatisticamente significante

(Figura 07).

Via dependente de TRIF (ndo candnica)

Para TRIF, os niveis protéicos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante,
mas comparando cada grupo ao mesmo grupo dos animais Wild Type, os grupos Controle ¢
MNU+P-MAPA apresentaram niveis protéicos significantemente mais altos. Para IRF3, os
grupos MNU, MNU+BCG e MNU+P-MAPA apresentaram os niveis protéicos
significantemente mais baixos em relagdo ao grupo Controle, ¢ comparando cada grupo ao
mesmo grupo dos animais Wild Type, os grupos Controle e MNU+P-MAPA apresentaram niveis
significantemente mais baixos (Figura 08).

Para IFN-o, os niveis protéicos foram significantemente mais altos nos grupos
MNU+BCG e MNU+P-MAPA em relagdo aos grupos Controle e MNU, mas comparando cada
grupo ao mesmo grupo dos animais Wild Type, todos apresentaram niveis protéicos
significantemente mais baixos. J& para IFN-y, o nivel protéico significantemente mais alto foi do
grupo MNU+BCG, seguido pelos grupos MNU+P-MAPA, MNU e Controle, e em relacao ao
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mesmo grupo dos animais Wild Type, os grupos Controle ¢ MNU nao apresentaram diferenga
estatisticamente significante, o grupo MNU+BCG apresentou niveis protéicos significantemente
mais altos e o grupo MNU-+P-MAPA apresentou niveis protéicos significantemente mais baixos
(Figura 09).

Para p53, os niveis protéicos foram significantemente mais altos no grupo MNU+P-
MAPA, seguido por Controle, MNU+BCG ¢ MNU. Em comparag@o aos animais Wild Type, os
grupos Controle, MNU e MNU+P-MAPS apresentaram niveis protéicos significantemente mais
baixos de p53 e apenas o grupo MNU-+BCG ndo apresentou diferenca estatisticamente

significante (Figura 09).

3.2.3 Animais MyD88-/-

Via dependente de MyD88 (candnica)

Para TLR2 os niveis protéicos foram significativamente mais altos nos grupos Controle ¢
MNU+P-MAPA, seguidos por MNU+BCG e MNU, quando comparados com os animais Wild
Type todos apresentaram niveis protéicos significativamente mais altos. O nivel protéico de IKK-
o foi significativamente mais baixo no grupo MNU+BCG, e os grupos Controle, MNU e
MNU+P-MAPA apresentaram niveis protéicos mais altos, sem diferenga estatisticamente
significante entre eles. Quando comparados com os animais Wild Type, os grupos Controle e
MNU-+P-MAPA nao apresentaram diferenga significativa, o grupo MNU apresentou niveis
protéicos mais altos que o mesmo grupo Wild Type e o grupo MNU+BCG apresentou niveis
protéicos mais baixos. Para IKK-f3, todos os grupos apresentaram niveis protéicos sem diferenca
estatisticamente significante, no entanto, ao comparar com os animais Wild Type, os grupos
Controle e MNU+BCG apresentaram niveis protéicos mais baixos, e os grupos MNU e MNU+P-
MAPA nao apresentaram diferenga estatisticamente significante (Figura 10).

Para NF«kB, todos os grupos apresentaram niveis protéicos sem diferenca estatisticamente
significante, no entanto, ao comparar com os animais Wild Type, os grupos Controle e MNU-+P-
MAPA ndo apresentaram diferenca significativa e os grupos MNU e MNU+BCG apresentaram
niveis protéicos significantemente mais baixos do que os grupos MNU e MNU+BCG dos
animais Wild Type. Para IL-6, todos os grupos apresentaram niveis protéicos sem diferenga
estatisticamente significante. Ao comparar com os animais Wild Type, os grupos Controle ¢
MNU+P-MAPA ndo apresentaram diferenca significativa e os grupos MNU e MNU+BCG

apresentaram niveis protéicos significantemente mais baixos (Figura 11).
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Via dependente de TRIF (ndo candnica)

Para TLR4, os niveis protéicos foram significantemente mais altos no grupo MNU+P-
MAPA, seguido pelos grupos Controle e MNU+BCG, e MNU. Em compara¢do com os animais
Wild Type ndo houve diferenca estatisticamente significante. Para TRIF, os niveis protéicos
foram mais altos no grupo MNU+P-MAPA, seguidos pelos grupos Controle, MNU e
MNU-+BCG. Ja em comparagdo com os animais Wild Type, ndo houve diferenca estatisticamente
significante. Para IRF3, os niveis protéicos foram significantemente mais altos no grupo
Controle, enquanto os grupos MNU, MNU+BCG e MNU+P-MAPA apresentaram niveis
protéicos mais baixos diferenca estatisticamente significante entre eles. Ao comparar com 0s
animais Wild Type os grupos Controle, MNU, MNU+BCG ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante, ¢ o grupo MNU-+P-MAPA apresentou niveis protéicos
significantemente mais baixos do que o mesmo grupo Wild Type (Figura 12).

Os niveis protéicos de IFN-a foram significativamente mais altos no grupo Controle,
seguidos por MNU, MNU+ BCG ¢ MNU+P-MAPA. Em comparagdo com os animais Wild
Type, o grupo Controle nao apresentou diferenga estatisticamente significante, e os grupos MNU,
MNU+BCG e MNU+P-MAPA apresentaram niveis protéicos significativamente mais baixos do
que os mesmos grupos Wild Type. Para IFN-y, os niveis protéicos foram mais altos no grupo
Controle seguidos pelos grupos MNUe MNU+ BCG, e MNU+P-MAPA. Ao comparar com 0s
animais Wild Type, os grupos Controle e MNU apresentaram niveis protéicos significativamente
mais altos, o grupo MNU+BCG nio apresentou diferenga estatisticamente significante, € o grupo
MNU+P-MAPA apresentou niveis protéicos significativamente mais baixos (Figura 13).

Para p53, os niveis protéicos foram significantemente mais altos nos grupos Controle,
MNU e MNU+P-MAPA e o grupo MNU+BCG apresentou niveis protéicos mais baixos de P53.
Em comparagdo com os animais Wild Type, os grupos Controle, MNU ¢ MNU+P-MAPA
apresentaram niveis protéicos mais baixos de p53 e o grupo MNU+BCG ndo apresentou

diferenca estatisticamente significante (Figura 13).
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4. Discussao

A imunoterapia com BCG ¢ a terapia de escolha para o CBNMI de alto risco, que reduz a
recorréncia e previne a progressao apos a resseccao transuretral (Askeland et al., 2012). O efeito
antitumoral do BCG ocorre através da ativagao do sistema imune ¢ indugao de uma resposta
inflamatoria. Em algumas horas apds a administracdo de BCG ¢ possivel identificar niveis mais
altos de leucdcitos na urina, bem como uma liberacao de variadas citocinas e quimiocinas (De
Boer et al., 1991; De Boer et al., 1992, Luo et al., 2007). Varios estudos demonstraram que a
administracao intravesical de BCG induz diferentes mediadores como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e a proteina induzivel de interferon-10 (IP-10), os quais
exercem potente efeito antitumoral e antiangiogénico (Pavlovich et al., 2000). Além disso, uma
resposta imune do tipo Thl, com liberac¢do de citocinas como IL-2, IL-12 e principalmente IFN-
Y, parece ser favoravel a uma terapia efetiva do BCG, enquanto que a elevada liberagdo de
citocinas do tipo Th2, como IL-10 e IL-6, correlaciona-se com a falha no tratamento com BCG
(Luo et al., 2003). Os efeitos antitumorais de BCG parecem estar relacionado a mecanismos
imunes, que sdo refletidos na elevagao transitdria de muitas citocinas (Bohle et al., 1990; de Boer
etal., 1992; Yu et al., 2007) e a presenca de leucdcitos imunocompetentes ativados (Patard et al.,
1996; Yu et al., 2007) na urina 24 horas apo6s instilagdo. Entretanto, o mecanismo celular dessa
atividade apos a intera¢do com a parede celular da bexiga ainda ¢ desconhecido.

No entanto, a taxa de resposta completa ao BCG ¢ de 55-65% para Carcinoma Papilifero
e 70-75% para Carcinoma in situ, o que indica que 30-45% dos pacientes ndo terdo sucesso no
tratamento, € 50% dos pacientes que apresentarem resposta completa ao BCG terdo recorréncia
do cancer (Askeland et al., 2012). Além disso, devido aos efeitos colaterais, 20% dos pacientes
sdo considerados intolerantes ao BCG (Askeland et al., 2012; Van der Meijden et al., 2003). Em
vista disso, ha a necessidade de aprofundamento na pesquisa com BCG, de forma a diminuir seus
efeitos colaterais, e na pesquisa com farmacos alternativos no tratamento de CBNMI, como o
agregado polimérico anidridico fosfolinoleato-palmitoleato de amonio ¢ magnésio (P-MAPA)
que tém sido proposto com resultados promissores (Duran; Nunes, 1990; Nunes; Duran, 2003).
Favaro et al. (2012) demonstraram que o P-MAPA possui um importante efeito antitumoral no
CBNMIL. De acordo com esses autores, 0 P-MAPA aumentou os niveis proteicos de TLR2, TLR4
e p53 quando administrado intravesicalmente em animais com CBNMI induzido quimicamente,
correlacionando com a regressdo tumoral. Também, experimentos in vitro com células HEK293
relevaram que o tratamento dessas células com P-MAPA ativou o NF-kB com consequente

estimulacdo dos TLRs 2 e 4 (Favaro et al., 2012). Assim concluiu-se que o P-MAPA atuou como
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agonista dos TLRs 2 e 4 ¢ ativou p53, melhorando o estado imunulégico no CBNMI (FAVARO
etal., 2012).

Compostos que agem como agonista de receptores Toll-like (TLRs), ou seja, compostos
ou moléculas que se ligam e ativam TLRs sdo objetos de intensa pesquisa e desenvolvimento
para o tratamento do cancer. TLRs tem um importante papel na ativacdo da imunidade inata e
adaptativa em resposta a patogenos e sinais de perigo (LaRue et al., 2013). Esses receptores sdo
expressos em células imunes e em alguns epitélios (Ayari et al., 2011; LaRue et al., 2013). Eles
sdo expressos no epitélio da bexiga urindria, onde participam ativamente contra infec¢des por
patogenos (LaRue et al., 2013). A expressdao dos TLRs ¢ reduzida em canceres de bexiga,
especialmente em tumores ndo-musculo-invasivos (Ayari et al., 2011).

As vias de sinalizagdo de TLR originam-se de dominios do receptor Toll/IL-1
intracitoplasmatico (TIR), os quais sdo conservados entre todos os TLRs (Takeda & Akira,
2004). Evidéncias tem demostrado que proteinas adaptadores contendo o dominio TIR, como
MyD88, TIRAP e TRIF modulam as vias de sinalizacdo (Takeda & Akira, 2004). MyDS88 ¢
essencial para a indu¢do de citocinas inflamatorias induzidas por todos os TLRs (Takeda &
Akira, 2004). TIRAP ¢ essencialmente envolvida na via dependente de MyD88 (via candnica)
através de TLR2 e TLR4, enquanto TRIF ¢ envolvida na via independente de MyD88 (via nao-
canoOnica) mediada por TLR3 e TLR4.

A ativagdo de TLR em células tumorais pode levar a respostas antitumorais, muitos
estudos tem demonstrado uma citotoxicidade direta de agonistas de TLR em linhagens celulares
de céancer de bexiga e um efeito antitumoral in vivo (Hennessy et al., 2010; So & Ouchi, 2010;
Goutagny et al., 2012; LaRue et al., 2013). Ainda que TLRs sejam mais expressos em células
uroteliais normais, sua expressdo e atividade persiste em células tumorais, oferecendo a
possibilidade de utilizar ligantes de TLR para terapia. O sucesso da imunoterapia para CBNMI
com BCG mediada por TLR sugere que imunoterapias alternativas baseadas em TLRs possam
também ser bem sucedidas para esses canceres. Estudos mostram que a resposta celular a
micobactéria ¢ dependente da sinalizacdo de TLR. Por exemplo, camundongos deficientes para
MyD88 demonstraram resisténcia reduzida a M. Tuberculosis comparados com Controles Wild
Type (Scanga et al., 2004), enquanto que a linhagem celular uroepitelial Hu35E6E7 (que
expressa muitos TLRs) induz a expressio de MyD88 na presenca de lipoproteinas
micobacterianas de BCG que sdo ligantes de TLR2 (Simmons et al., 2010). Polimorfismos de
TLR2 tem sido associados com a suscetibilidade a M. tuberculosis em humanos (Huynh et al.,
2011). TLR4 também esta envolvida na resposta a micobactéria e estudos in vitro em células
epiteliais humanas mostraram que BCG induziu a ativagdo da via ERK1/2 MAPK e secrecao de
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IL-8 através da sinalizacdo de TLR2 e TLR4 (Mendez-Samperio et al., 2008; LaRue et al.,
2013).

Os resultados histopatologicos do presente estudo evidenciaram tumor indiferenciado
caracterizado por Carcinoma in situ (pTis), Carcinoma Papilifero (pTa) e Carcinoma Urotelial
com Invasdo de Lamina Propria (pT1) no grupo MNU das linhagens Wild Type, TLR4-/- ¢
MyD88-/- demonstrando que o MNU foi efetivo na indu¢do do CBNMI nesse modelo animal.
Na linhagem Wild Type os animais submetidos a imunoterapia com BCG apresentaram mais
frequentemente Carcinoma in situ (pTis) e Carcinoma Papilifero (pTa) e apenas 20% apresentou
urotélio normal. Na linhagem TLR4-/- todos os animais apresentaram cancer sendo o mais
frequente o Carcinoma Papilifero (pTa). Contudo, na linhagem MyD88-/- as alteracdes
histopatologicas mais frequentes foram Carcinoma in situ (pTis), Carcinoma Papilifero de Alto
Grau (pTa) e Carcinoma Urotelial com Invasao de Lamina Propria (pT1), evidenciando que a
auséncia da molécula adaptadora MyD88 ¢ de grande importdncia para a eficdcia da
imunoterapia com BCG.

Na linhagem Wild Type, os animais submetidos a imunoterapia com P-MAPA
apresentaram melhores resultados, todos com urotélio normal. No entanto, na auséncia de TLR4,
apenas 60% dos animais apresentaram urotélio normal e os outros 40% apresentaram Neoplasia
Intraurotelial Baixo Grau e Carcinoma Papilifero (pTa), evidenciando que a falta de TLR4 reduz
a eficdcia da imunoterapia com P-MAPA. Contudo, na linhagem MyD88-/- todos os animais
apresentaram cancer sendo os mais frequentes Carcinoma Papilifero de Alto Grau (pTa) e
Carcinoma Urotelial com Invasdo de Lamina Propria (pT1), também com presenga de
Metaplasia Escamosa, o que demonstra a importancia de MyD88 para que a imunoterapia com
P-MAPA seja eficaz.

Micobactérias BCG tém uma parede celular externa caracteristica que consiste em varias
biomoléculas estruturais complexas. Os componentes imunologicamente ativos destas
biomoléculas atualmente conhecidos como padrdes moleculares associados a patogenos
(PAMPs). Estes interagem com um conjunto de receptores de reconhecimento especificos, entre
os quais os receptores Toll-like (TLR), em células do sistema imunoldgico do hospedeiro
(Janeway et al., 2002). Os PAMPS da parede celular da micobactéria incluem peptidioglicanos,
acidos micolicos, lipoarabinomanana (LAM), lipomannan (LM), A ativagdo, maturagdo e
produgdo de citocinas de células dendriticas sdo primariamente induzidas pela interagdo com
TLR, no entanto todas micobactérias de BCG intactas interagem preferencialmente com TLR2
sobre TLR4 o que ¢ corroborado pelos estudos de Dao et al (2004) e pelos resultados deste
estudo, pois observou-se que os niveis protéicos para TLR4 e os intermediarios de sinalizagdo
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ndo canodnica foram significativamente menores no grupo MNU+BCG em relagdo ao grupo
MNU+P-MAPA e os niveis protéicos de TLR2 e intermediarios da via de sinalizagdo candnica
foram significativamente mais altos. No presente estudo, nos animais Wild Type tratados com
BCG os niveis de TLR2 foram significativamente elevados e os niveis de TLR4 nao
apresentaram diferenga significativa, enquanto nos animais tratados com P-MAPA os niveis de
TLR2 e TLR4 foram significantemente elevados, indicando uma vantagem do P-MAPA em
relagdo ao BCG. Nos animais TLR4-/- tratados com BCG ¢ P-MAPA os niveis de TLR2 foram
significantemente elevados, indicando um desvio da via de sinalizagdo para TLR2. Nos animais
MyD88-/- tratados com BCG e P-MAPA os niveis de TLR4 ndo apresentaram diferenga
significativa, pois o TLR4 esta upstream em relagdo a MyD8S.

O fator regulatdrio de interferon 3 (IRF3) ¢ um fator transcricional que tem um papel
crucial na ativacdo da imunidade inata e inflamacao em resposta a infec¢ao viral, e esta também
envolvida na inibi¢do do crescimento celular dependente de p53 (Chatoppadhyay et al., 2010;
Kim et al., 2013). Honda et al. (2005) observou que camundongos deficientes em IRF3
infectados por virus apresentaram sobrevivéncia significantemente reduzida. Chattoppadhyay et
al. (2010) verificou que a apoptose pode ser desecandeada pela interagdo direta de IRF3, através
do dominio BH3, recentemente identificado, com a proteina pré-apoptdtica BAX, sua co-
translocagdo para a mitocondria e a ativagcdo da via apoptotica mitocondrial. Kim et al. (2013)
demonstrou que direta ativagdo transcricional da proteina da leucemia promielocitica (PML) por
IRF-3 resultou na inibigdo dependente de p53 das células normais e tumorais in vitro e in vivo,
indicando uma nova via regulatoria entre a resposta imune e a supressao tumoral. No presente
estudo, nos animais Wild Type tratados com BCG os niveis de IRF3 ndo apresentaram diferenca
significativa, enquanto nos animais tratados com P-MAPA os niveis de IRF3 foram
significantemente elevados, indicando uma vantagem do P-MAPA em relagdo ao BCG. Nos
animais TLR4-/- tratados com BCG os niveis de IRF3 nao apresentaram diferenca significativa,
enquanto nos animais tratados com P-MAPA os niveis de IRF3 foram significantemente
reduzidos, indicando a importancia de TLR4 para a ativagdo de IRF3 e consequentemente a
eficaicia do P-MAPA. Nos animais MyD88-/- tratados com BCG os niveis de IRF3 ndo
apresentaram diferenga significativa, enquanto nos animais tratados com P-MAPA os niveis de
IRF3 foram significantemente reduzidos, indicando a importancia de MyD88 para a ativacao de
IRF3 e consequentemente a eficacia do P-MAPA.

A imunosobrevivéncia insuficiente ¢ um importante aspecto no inicio da tumorigénese e
na patogénese da doenga maligna. No estdgio mais avancado do céancer, o desenvolvimento de
imunodeficiéncia ¢ considerado a maior razao para progressao da doenca e morte (Brandacher et
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al., 2006; Tate et al., 2012). Shankaran et al. (2001) mostrou que a supressdo tumoral do sistema
imune ¢ criticamente dependente das agdes do IFN- y que, ao menos em parte, sdo direcionadas
em regular a imunogenicidade tumor-célula. O IFN- y estimula muitas vias antiproliferativas em
macrofagos e outras células e também em linhagens de células tumorais (Brandacher et al., 2006;
Alshaker & Matalka, 2011; Tate et al., 2012). O IFN-y ¢ a citocina produzida por células T-
helper 1 (Thl), mas também ¢ derivada de células TCD8+, células natural killer (NK) e células T
natural killer (NKT) (Martin-Fontecha et al., 2004; Li et al., 2007; Alshaker & Matalka, 2011). O
IFN-y exerce seus efeitos biologicos pela interagdo com os receptores de IFN-y, IFNGRI1 e
IFNGR2 (Pestka et al., 1997; Alshaker & Matalka, 2011) resultando na ativagdo da via de
sinalizacdo (JAK)-STAT, que leva a fosforilacdo de duas moléculas STATI, seguidas por sua
dimerizacao e translo¢ao nuclear (Schindler & Plumlee, 2008). Kaplan et al. (1998) demonstrou
que camundongos sem receptores para IFN-y ou deficiente para STAT1 desenvolveram tumores
mais rapidamente e com maior frequéncia do que camundongos Wild Type induzidos com
metilcolantreno (MCA) (Kaplan et al., 1998). A via de sinalizacdo IFN-y/STATI1 também tem
sido envolvida na apoptose de células tumorais (Ikeda et al., 2002; Alshaker & Matalka, 2011).
O IFN-y pode induzir a apoptose de certas células transformadas através de mecanismos de
sinalizagdo envolvendo formagdao de complexos homodiméricos STAT1 ativados (Ikeda et al.,
2002; Alshaker & Matalka, 2011). Esse processo resulta na indug¢do dependente de IFN-
v/STATI1 de genes que codificam componentes intracelulares ou de membrana que promovem
apoptose celular, como caspase-1 e IL-1If converting enzyme (Chin et al., 1997) e Fas e Fas
ligand (FasL) (Xu et al., 1998). No presente estudo, nos animais Wild Type, tanto BCG quanto P-
MAPA foram capazes de elevar os niveis de IFN-y, enquanto que na auséncia de TLR4, apenas
BCG foi capaz de elevar os niveis de IFN-y, pois BCG interage preferencialmente com TLR2 e,
através de um desvio da via para TLR2, IFN-g ¢ ativado. Isso indica a importancia de TLR4 na
terapia com P-MAPA. Nos animais MyD88-/- tratados com BCG ndo houve diferenca
significativa nos niveis de IFN-y, enquanto que nos animais tratados com P-MAPA os niveis de
IFN-y foram reduzidos, indicando a importancia de MyD88 para sua eficacia.

No presente estudo, os resultados de Western Blotting dos animais Wild Type
apresentaram para o grupo tratado com BCG niveis mais altos de TLR2, IKK-a ¢ IKK-f e de
IFN-a e IFN-y, enquanto que para o grupo tratado com P-MAPA, os niveis dos intermedidrios da
via de sinalizagdo canonica (NFkB e IL-6) diminuiram e os intermediarios da via de sinalizagao
nao-canonica (TRIF, IRF3, IFN-a e IFN-y), TLR2, TLR4, p53 e IKK-a aumentaram. Estudos

indicam que os elevados niveis dos intermedidrios da via de sinalizagdo ndo-candnica,
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especialmente IFN-y se relacionam com um melhor prognéstico e que elevados niveis dos
intermediarios da via de sinalizacdo canodnica, especialmente IL-6, relacionam-se com um pior
progndstico da doenga (Chen et al, 2013; Brandacher et al., 2006). Esses resultados corroboram
estudos do presente grupo de pesquisa que indicam que o P-MAPA age como agonista dos TLRs
2 e 4 e ativa p53, e também confirmam os resultados histopatoldgicos do presente trabalho, que

apresentou urotélio normal em 100% dos animais tratados com P-MAPA (Favaro et al., 2012).
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Figura 16: Representagdo das vias canOnicas ¢ ndo candnicas e relagdo dos niveis protéicos das proteinas de
cada tratamento dos animais Wild Type em relagdo ao grupo MNU Wild Type . Igual - ndo houve diferenca
estatisticamente significante. Seta para cima - apresentou niveis protéicos significantemente elevados. Seta

para baixo - apresentou niveis protéicos significantemente reduzidos.

O p53 controla um notdvel numero de fungdes fisioldgicas, incluindo metabolismo,
diferenciagdo, espécies reativas de oxigénio, e ¢ estabilizado e ativado em resposta a diversos
estresses, como dano ao DNA, hipdxia, ativacdo de oncogene, drogas, deplecao de nucleotideo
(Toledo & Wahl, 2006; Vousden & Lane, 2007; Lim et al., 2009). Células que possuem uma via
de p53 completamente funcional podem parar e reparar o dano causado por esses estresses
precocemente ou sofrer a apoptose dependente de p53. p53 age como um fator de transcri¢ao
sequéncia-especifico durante a apoptose (Haupt et al., 2003; Michalak et al., 2005; Vousden &
Lane, 2007; Michalak et al., 2008; Lim et al., 2009), embora em alguns cenarios, possa
translocar para a mitocondria ¢ mediar morte celular por varios mecanismos independentemente
ou em conjun¢do com uma nova transcricdo génica (Moll et al., 2005; Lim et al., 2009). BAX ¢
considerada um importante gene alvo para a apoptose dependente de p53 (Haupt et al., 2003;
Michalak et al., 2005; Moll et al., 2005; Vousden & Lane, 2007; Michalak et al., 2008; Lim et
al., 2009). Em condi¢des normais, pS3 é uma proteina de vida curta devido a sua rapida

degradagdo proteossomal. Essa degradacdo ¢ mediada por um dos produtos génicos do proprio
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p53, Mdm2, que serve como uma E3 ubiquitina ligase para p53, embora a degradacdo de p53
independente de Mdm2 também exista (Aschcroft et al., 2000; Brune et al., 2001; Umansky &
Schirrmacher, 2001; Wang et al., 2002; Wang et al., 2003). Esse feedback negativo de p53-
Mdm2 funciona como um dispositivo efetivo para restringir a atividade de p53 na auséncia de
estresse oncogénico (Michael & Oren, 2002). No presente estudo, os animais Wild Type tratados
com BCG ndo apresentaram diferenca significativa nos niveis de p53, enquanto que os animais
tratados com P-MAPA apresentaram niveis elevados de p53. Nos animais TLR4-/- tratados com
BCG nao houve diferenca significativa nos niveis de p53, enquanto que nos animais tratados
com P-MAPA os niveis de p53 foram reduzidos indicando a importancia de TLR4 para a
eficicia do tratamento. Nos animais MyD88-/- tratados com BCG ndo houve diferenga
significativa nos niveis de p53, enquanto que nos animais tratados com P-MAPA os niveis de
p53 foram reduzidos, indicando que a importancia da proteina adaptadora MyD88 na eficacia do
tratamento.

Como em muitos tipos celulares, a ativacdo de p53 em células associadas com o sistema
imune pode alterar a expressdo de muitos genes que codificam proteinas apoptoticas, inibidores
do ciclo celular, e citocinas inflamatérias. Menendez et al. (2012) mostrou recentemente que
muitos membros da familia TLR era transcricionalmente regulados por p53 em resposta a
diferentes fatores de estresse incluindo dano ao DNA (Menendez et al., 2011; Menendez et al.,
2012; Shatz et al., 2012). A ativagdo de p53 pode alterar a expressdo de TLRs em linhagens
celulares cancerosas e levar a elevada expressdo mediada por ligantes de citocinas downstream
do correspondente TLR. As respostas de genes TLR individuais difere entre linhagens celulares
(na maioria dos casos aumenta), tratamentos genotoxicos (doxorrubicina, 5-florouracil, radiacao
ionizante) e superexpressao de pS3 (Menendez et al., 2012; Shatz et al., 2012). Assim, entender
as mudancas na expressdo génica de TLR em tumores e cé¢lulas imune associadas a tumores em
resposta ao dano de DNA e agentes indutores de p53 pode ser uma ferramenta 1til em estratégias
que utilizam TLRs como terapia para cancer (Menendez et al., 2011; Menendez et al., 2012).

Novas terapias que reativam (ou restauram) p53 Wild Type ou entregam p53 Wild Type
para as células tumorais podem parar ou atrasar significantemente o crescimente celular (Bossi et
al., 2007; Li et al., 2011; Menendez et al., 2012). Algumas dessas terapias envolvem drogas que
devem alterar o p53 mutado e fazé-lo se comportar como um p53 wild type (Menendez et al.,
2012). Outras terapias bloqueiam proteinas que degradam p53 em células tumorais, elevando os
niveis de p53 e possivelmente causando morte celular. Nessa linha, a reativagdo farmacologica
de p53 elevou a morte de células tumorais mediada por NK derivada de pacientes com tumores
metastaticos de diferentes origens e de linhagens celulares tumorais (Li et al., 2011).
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Os resultados do Western Blotting dos animais TLR4-/- apresentaram para o grupo
tratado com BCG niveis protéicos mais altos de TLR2 e IFN-y e niveis protéicos mais baixos de
IFN-a e IKK—a. As outras proteinas ndo sofreram diferenca significativa em relagdo aos
mesmos grupos dos animais Wild Type. Como o BCG interage preferencialmente com o TLR2, a
auséncia de TLR4 ndo apresentou diferenca significativa nos niveis protéicos do grupo tratado
com BCG. No entanto, no grupo tratado com P-MAPA os niveis protéicos mais altos foram de
TLR2 e IKK-B e os niveis protéicos foram reduzidos nos intermedidrios da via ndo candnica
(TRIF, IRF3, IFN-a e IFN-y) e em p53, indicando que na auséncia de TLR4 a via tende a ser
deslocada para TLR2, dependente de MyD88. No entanto, o P-MAPA interage
preferencialmente com TLR4 e a ativacao da via dependente de TRIF leva a melhores resultados
do tratamento, e correlacionando aos resultados histopatoldgicos dos animais TLR4-/-, pode-se

concluir que a auséncia de TLR4 na via compromete a eficicia do tratamento com P-MAPA.
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Figura 17: Representacdo das vias canonicas e ndo canonicas e relacdo dos niveis protéicos das proteinas
de cada tratamento dos animais TLR4-/- em relagdo ao mesmo tratamento dos animais Wild Type . Igual -
ndo houve diferenca estatisticamente significante. Seta para cima- apresentou niveis protéicos

significantemente elevados. Seta para baixo - apresentou niveis protéicos significantemente reduzidos.

O NFxB ¢ um importante promotor tumoral enddgeno, ativando a expressao de genes que
codificam citocinas inflamatérias, como o IL-6, moléculas de adesdo, iINOS ¢ fatores
angiogénicos. (Mantovani et al., 2008). Além disso, uma das mais imporantes fun¢des do NFkB
em células tumorais € promover a sobrevivéncia da célula induzindo a producao de genes anti-
apoptoticos, como Bcl-2. (Mantovani et al., 2008). O NFxB ¢ translocado para o ntcleo onde se
liga a0 DNA para ativar a expressao de génica de citocinas como o IL-6, importante na resposta
inflamatoéria e estudos comprovam que seus niveis relacionam-se com o crescimento tumoral,

metastase e prognostico ruim (Chen et al, 2013). No presente estudo, os animais Wild Type
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tratados com BCG nao apresentaram diferenca significativa nos niveis de NFxB e IL-6,
enquanto que nos animais tratados com P-MAPA os niveis de NFkB foram reduzidos. Nos
animais TLR4-/- tratados com BCG e nos animais tratados com P-MAPA nao houve diferenca
significativa nos niveis de NFkB e IL-6, indicando que para a redugdo dessas citocinas o TLR4
ndo ¢ importante. Nos animais MyD88-/- tratados com BCG os niveis de NFkB e IL-6 foram
reduzidos, enquanto que nos animais tratados com P-MAPA os niveis de NFkB e IL-6 ndo
apresentaram diferenca significativa, indicando que para BCG a auséncia de MyD88 leva a
reducdo de NF«B e IL-6, que seria uma vantagem para o tratamento, no entanto, o P-MAPA ¢
capaz de reduzir os niveis de NFkB e IL-6 na auséncia ou presenca de MyD8S.

No entanto, o NFkB fica retido no citoplasma por inibidores especificos chamados IkBs e
através da degradacdo desses inibidores o NFkB ¢ liberado para se translocar ao nucleo e ativar a
transcri¢do de genes alvo (Bonizzi et al., 2004; Meng et al., 2010; Héacker et al., 2006). A
degradacao dos IkBs ocorre através de proteinas quinases chamadas IKK-a e IKK-[3, que apesar
de similares, podem ter fungdes diferentes (Bonizzi et al., 2004; Hacker et al., 2006). IKK-p ¢
preferencialmente ativada por estimulos pr6 inflamatorios como TNF-a, IL-1 e agonistas de
receptores Toll-like, como LPS (Bonizzi et al., 2004; Hicker et al., 2006). IKK-a ¢
preferencialmente ativada em resposta a membros da familia TNF, como BAFF (B cell-

activating factor) e ligante CD40 (Bonizzi et al., 2004; Hécker et al., 2006). Enquanto a via
dependente de IKK-3 ¢ essencial para ativacdo da imunidade inata, a via dependente de IKK-a ¢
mais importante para a regulacdo da imunidade adaptativa e organogénese linféide (Bonizzi et
al., 2004; Héacker et al., 2006). No presente estudo, os animais Wild Type tratados com BCG
apresentaram niveis significantemente elevados de IKK-a e IKK-, enquanto que nos animais
tratados com P-MAPA os niveis de IKK-o foram elevados e de IKK-B ndo apresentaram
diferenga significativa. Nos animais TLR4-/- tratados com BCG os niveis de IKK-o nao
apresentaram diferenca significativa e os niveis de IKK-B foram reduzidos, enquanto nos
animais tratados com P-MAPA os niveis de IKK-o ndo apresentaram diferenca significativa e os
niveis de IKK- foram elevados, indicando que na auséncia de TLR4 a via ¢ deslocada para
TLR2, elevando os niveis de IKK-B. Nos animais MyD88-/- tratados com BCG os niveis de
IKK-a e IKK-B foram reduzidos, enquanto que nos animais tratados com P-MAPA os niveis de
NFkB e IL-6 ndo apresentaram diferenga significativa, indicando que para BCG a auséncia de

MyD88 leva a reducdo de IKK-a e IKK-B, que seria uma vantagem para o tratamento, no
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entanto, o P-MAPA ¢ capaz de reduzir os niveis de NFkB e IL-6 na auséncia ou presenga de
MyDSS.

Os resultados de Western Blotting dos animais MyD88-/- apresentaram para o grupo
tratado com BCG niveis protéicos significantemente elevados para TLR2 e significantemente
reduzidos para os intermediarios da via candnica (IKK-o, IKK-f, NFkB e 1L-6) e IFN-a. As
demais proteinas ndo tiveram diferenca estatisticamente significante. Para o grupo tratado com
P-MAPA os niveis protéicos foram elevados para TLR2 e foram reduzidos para os
intermediarios da via ndo canonica (IRF3, IFN-a e IFN-y) e p53. Para as demais proteinas nao
houve diferenga estatisticamente significante, possivelmente porque o P-MAPA ja reduz bastante
essas proteinas mesmo nos animais Wild Type. Esses resultados, junto com os resultados
histopatologicos, indicam a importancia da molécula adaptadora MyD88 para a eficacia do

tratamento com P-MAPA.
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Figura 18: Representacdo das vias candnicas e ndo candnicas e relagdo dos niveis protéicos das proteinas
de cada tratamento dos animais MyD88-/- em relagdo ao mesmo tratamento dos animais Wild Type . Igual -
nao houve diferenca estatisticamente significante. Seta para cima- apresentou niveis protéicos

significantemente eclevados. Seta para baixo - apresentou niveis protéicos significantemente reduzidos.
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5. Conclusoes

a)

b)

¢)

d)

g)

h)

A imunoterapia com P-MAPA mostrou-se mais eficaz que BCG no modelo de CBNMI
induzido por MNU.

Na auséncia de TLR4, as imunoterapias com BCG e P-MAPA ndo foram eficazes no
modelo de CBNMI induzido por MNU.

Na auséncia de MyD88, as imunoterapias com BCG e P-MAPA nao foram eficazes no
modelo de CBNMI induzido por MNU.

A imunoterapia com P-MAPA promoveu distinta ativacio de TLR2, TLR4 e
intermediarios da via de sinalizagdo nao canénica (TRIF, IRF3, IFN-a e IFN-y), e
reducdo dos intermediarios da via de sinalizagdo candnica (IKK-o, IKK-f, NFkB e IL-6).
Enquanto que BCG nao foi tdo eficaz em ativar os intermedidrios da via de sinalizagdo
nao candnica (TRIF, IRF3, IFN-a e IFN-y), e reduzir os intermediarios da via de
sinalizacdo canodnica (IKK-a, IKK-B, NF«B e IL-6) quando comparado com P-MAPA.
Na auséncia de TLR4, ocorreu um desvio para a via de sinalizacao candnica, por TLR2,
principalmente pela imunoterapia com BCG, que interage preferencialmente com TLR2,
demonstrando que o TLR4 ¢ importante na imunoterapia com P-MAPA, pois na auséncia
deste ha uma reducao da sua eficacia.

O adaptador MyD88 demonstrou papel essencial no compartilhamento das vias para
produgdo de citocinas pro-inflamatorias e interferons, sendo que sua auséncia levou a
ineficacia dos tratamentos com BCG e P-MAPA em todos os animais.

A agdo antitumoral do P-MAPA, bem como seu papel na restauracdo de p53 se
mostraram dependentes da integridade do adaptador MyD8&S.

A ativacao da via de sinalizagdo para interferons pelo P-MAPA foi mais efetiva no
tratamento do CBNMI em relacdo a sinalizagdo de citocinas inflamatorias mediadas por
BCG, de modo que o P-MAPA pode ser considerado uma importante alternativa

terapéutica para esse tipo de tumor.
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7. Anexos

DICINA
=

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ME

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio

Paulo, em sessdo de 25/02/2015, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 168/14
intitulado: “Caracterizacio dos mecanismos de agio da imunoterapia
intravesical com P-MAPA envolvendo as vias de sinalizacio dos
receptores Toll-like (TLR) = e 4 na progressio do cancer de bexiga nio
miusculo invasivo™ que utilizara 120 animais da espécie camundongo,
apresentado pelo Departamento de Radiologia e Oncologia

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei N° 11794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Wagner José Favaro
Pesquisador (a) Executante: Camila Morais Melo

CEUA-FMUSP, 25 de Fevereiro de 2015

Dr. Edunardo Pompen
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comiss3o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua. frffiusp. br
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