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Resumo

O tratamento do cancer de bexiga urotelial ndo musculo invasivo (CBNMI) com
Bacilo Calmette-Guerin (BCG) tem efeito comprovado na reducdo de recidiva
tumoral, embora ocorram efeitos colaterais de intensidades variadas, desde
sintomas irritativos leves até reacdo sistémica grave e o impacto na progresséo
tumoral seja controverso. Neste cendrio a enterotoxina B do Staphylococcus
aureus (EBS) destaca-se como alternativa promissora na terapéutica do CBNMI.
Assim, os objetivos principais do presente estudo foram comparar e caracterizar
os efeitos morfolégicos, antiangiogénicos e o balango entre proliferacdo e
apoptose das imunoterapias com BCG, EBS e BCG-EBS no tratamento do CBNMI
de ratos induzidos quimicamente. Um total de 75 ratas da linhagem Fisher 344
foram utilizadas. Para a inducdo do cancer, 60 animais foram anestesiados e
receberam uma dose intravesical de 1,5mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) a
cada 15 dias, nas semanas 0, 2, 4 e 6 (4 doses). Os outros 15 animais receberam
0,3ml de solucao fisioldgica intravesical e constituiram o grupo Controle (CT).
Apbs o periodo de inducao com MNU, os animais foram divididos em 5 grupos (15
animais cada): grupo MNU: recebeu o mesmo tratamento que o grupo CT - 0,3 ml
de solucao fisiolégica intravesical; grupo BCG: recebeu dose intravesical de 10°
UFC (2x10° UFC/mg) de BCG; grupo EBS: recebeu dose intravesical de 10ug/ml

de EBS; grupo BCG-EBS: recebeu tratamento simultdneo com BCG e EBS nas
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mesmas concentracdes que nos grupos BCG e EBS; todos por 6 semanas
consecutivas. Apos 15 semanas de protocolo, os animais foram sacrificados e as
bexigas urindrias coletadas e submetidas as andlises histopatoldgica,
imunohistoquimica e Western Blotting. Os resultados demonstraram que as
alteracdes histopatoldégicas mais frequentes em cada grupo foram carcinoma
papilifero e carcinoma in situ no grupo MNU, hiperplasia papilifera nos grupos
BCG e EBS e hiperplasia plana no grupo BCG-EBS. Nao houve toxicidade
relevante. Os indices apoptotico e proliferativo foram aumentados em todos os
grupos de tratamento. Contudo, esses indices foram menores nos grupos BCG,
EBS e BCG-EBS em relagdo ao grupo MNU. Intensas imunorreatividades para
VEGF, MMP-9 e IGFR-1 foram verificadas no grupo MNU; moderadas nos grupos
BCG e EBS; e fracas nos grupos BCG-EBS e Controle. Em contraste, intensa
imunorreatividade para endostatina foi verificada nos grupos Controle e BCG-EBS
em relacdo aos demais grupos experimentais. Assim, pode-se concluir que o
tratamento associado BCG-EBS foi mais eficaz em restaurar o equilibrio entre os
processos de apoptose e proliferagao celular e as alteragdes histopatologicas do
que os tratamentos isolados com BCG e EBS. Além disso, a diminuicdo da
proliferacdo celular e das alteracbes histopatolégicas correlacionaram-se com o
aumento da reatividade para endostatina e diminuicdo das reatividades para
VEGF, IGFR-1 e MMP-9. A associacdao entre BCG e EBS abre uma nova

perspectiva terapéutica no CBNMI.
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Summary

PURPOSE: Compare and characterize effects of intravesical Bacillus Calmette—
Guerin (BCG), Staphylococcal Enterotoxin B (SEB) and BCG plus SEB treatments
in the non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC).

METHODS: Seventy-five female Fisher 344 rats were anesthetized and 15 of them
received 0.3 ml of saline (Control group), 60 animals received 1.5 mg/kg dose of N-
methyl-N-nitrosourea (MNU), all intravesically every other week for 6 weeks. The
rats were divided into 5 groups: MNU and Control groups received 0.3 ml of saline;
BCG group received 10° CFU dose of BCG; SEB group received 10 pg/ml dose of
SEB and BCG-SEB group received simultaneous BCG and SEB, all intravesically
for 6 weeks. After 15 weeks, all urinary bladders were collected for
histopathological, immunological and Western Blotting analyses.

RESULTS: Papillary carcinoma (pTa) and high-grade intraepithelial neoplasia
(carcinoma in situ) were more often in MNU group, papillary hyperplasia in BCG
and SEB groups and flat hyperplasia in BCG-SEB group. No significant toxicity
was observed. Apoptosis and cellular proliferation indexes decreased in BCG, SEB
and BCG-SEB groups compared to MNU group. Intensified VEGF, MMP-9, Ki-67
and IGFR-1 immunoreactivities were verified in the MNU group; moderate in the

BCG and SEB groups; and weak in the BCG-SEB and Control groups. In contrast,
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intense endostatin immunoreactivity was verified in the Control and BCG-SEB
groups.

CONCLUSIONS: BCG and SEB presented similar anti-angiogenic effects. BCG-
SEB treatment showed an additional activity compared to monotherapy, being
more effective in restoring apoptosis and cellular proliferation balance, correlating
with increased endostatin and decreased VEGF, MMP-9, Ki-67 and IGFR-1

reactivities.
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L.Introducao

1.1. Carcinoma de Bexiga Urindria e Modelo Experimental

(instilacao intravesical de carcindgeno em roedores)

O carcinoma da bexiga urinaria (CB) é a segunda doenca maligna mais
comum do trato urinario. A Sociedade Americana do Cancer estima que havera
cerca de 70 mil novos casos de CB diagnosticados nos Estados Unidos ao longo

de 2011 (1).

A maioria dos CB sdo carcinomas esporadicos que surgem a partir do
urotélio, o qual é caracterizado por um epitélio transicional composto por células
superficiais (ou em guarda-chuva), intermediarias e basais (2). Mais de 70% dos

CB séo papiliferos e ndo musculo invasivos (CBNMI) (2).

Um numero significativo de fatores de risco tem sido relacionado ao
desenvolvimento de CB, como a exposicdo a agentes cancerigenos quimicos. O
tabagismo é um dos maiores fatores de risco, o qual € responsavel por um terco
dos casos de CB (3,4). A fumaca do cigarro de tabaco contém cerca de 4.700
substancias quimicas muitas das quais sdo compostos genotdxicos, tais como os

compostos N-nitrosos e aminas aromaticas (4). A urina dos fumantes tem
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mostrado caracteristicas mutagénicas, contendo o dobro da concentragéo total de
aminas aromaticas quando comparada aos compostos encontrados na urina de

nao fumantes (4).

O estudo do CB tem se desenvolvido utilizando diversos modelos
experimentais, dentre eles, modelos de linhagens celulares uroteliais provenientes
de tecido humano, facilitados pela sua acessibilidade. A relevancia clinica dos
achados derivados destes modelos necessita de validacdo em modelos in vivo
(5,6) e testar novos agentes em modelos animais é importante, pois requer a
consideracao da via de administracdo da droga, farmacocinética, farmacodinamica

e toxicidade.

Além disso, uma caracteristica Unica no tratamento do cancer de bexiga é
a capacidade de instilacao de agentes terapéuticos no seu limen, particularmente
para os tumores ndo musculo invasivos, evitando assim a toxicidade sistémica e

maximizando a exposi¢ao do tecido a droga (7).

A utilizacao de modelos envolvendo roedores para a carcinogénese da
bexiga urinaria é assegurada pela semelhanga com CB desenvolvido em humanos
(7). A estrutura e a fungéo do trato urinario inferior de roedores sdo semelhantes
as dos seres humanos e ambas as espécies exibem perfis de expressédo génica
similares no CB, sugerindo que os roedores servem como adequado modelo
experimental para o CB (8) ap6s adaptacao dos alvos terapéuticos aos homologos

humanos.
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Alteracbes neoplasicas podem ser iniciadas na bexiga urinaria de
camundongos € ratos no periodo de algumas semanas, através de multiplas
doses de carcindgeno instiladas diretamente na bexiga, caracterizando modelos

de carcinogénese vesical em roedores (7).

Em 1972, Hicks e Wakefield (9) utilizaram quatro doses intravesicais de N-
metil-N-nitrosouréia (MNU) para rapida inducdo de CB em ratos. Estes mesmos
autores demonstraram que altas concentracbes de MNU induziram lesao
citotdéxica no urotélio, a qual levou a resposta inflamatéria, com rapida proliferacao
e acumulo e perpetuacao de mutagdes (7,9). O MNU é um composto genotdxico
completo, que pode atuar como iniciador e/ou como promotor e causar persistente
metilacdo do DNA (10,11). Além, disso, o MNU é o Unico carcindbgeno conhecido
por agir diretamente sobre o urotélio, sem necessidade de ativacdo metabdlica

(10,11).

Posteriormente, este modelo foi otimizado, reproduzindo tumores de
bexiga clinicamente observados em humanos, os quais tém origem exclusiva no
urotélio (ortotdpicos), sdo espontdneos e nao implantados e histologicamente

equivalentes ao carcinoma urotelial humano (11-14).

A carcinogénese urotelial induzida por MNU em roedores apresenta uma
sequéncia de alteragcbes morfoldgicas, iniciando como hiperplasia simples e
progredindo para a hiperplasia nodular e papilar (15). A hiperplasia evolui para
graus progressivos de displasia, papilomas, carcinomas ndo musculo invasivos e,

finalmente, musculo invasivos (16,17). Muitos tumores exofiticos induzidos em

Introducdo 16



ratos sao polipbides, geralmente pedunculados e eventualmente com um padrao
de crescimento papilar invertido (15,16). Enquanto as proliferagdes papiliferas séo
frequentes em ratos e humanos, sugerindo maior equivaléncia entre eles, a
hiperplasia nodular em camundongos é consideravelmente mais comum,
ocorrendo com certa frequéncia com auséncia completa de hiperplasia papilar

(18).

Dentre as diversas estirpes de ratos, Fisher 344 é a linhagem isogénica
mais utilizada nos estudos publicados até o momento, particularmente na
pesquisa de neoplasias e toxicologia. Estes animais foram previamente bem
caracterizados com relagcao a doengas espontaneas, sobrevida média (87% em 24
meses, ambos 0S sexos), resposta a quimicos, e apresentam alta susceptibilidade

as agoes carcinogénicas do MNU (14).

Animais isogénicos sdo obtidos do acasalamento irmao x irma por vinte ou
mais geracdes consecutivas (F20), de forma que possam ser atribuidos a um
Unico ancestral em pelo menos 20 geracbes. Trata-se de uma definicao
operacional, ndo dependente de teste genético. A incidéncia de homozigose em
qualquer locus génico nestes animais é superior a 98% e sdo histocompativeis
entre si, podendo ser transplantados sem rejeicdo imunolégica. O aspecto mais
importante no estudo do cancer é que menos animais s80 necessarios para

detectar diferengas entre os grupos estudados (19).
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As vantagens do uso de MNU na indugé@o de céncer incluem baixo custo,
reprodutibilidade e um hospedeiro imunocompetente, que é importante, por

exemplo, ao estudar imunoterapias intravesicais no cancer de bexiga.

Recentemente, a otimizagdo das técnicas de instilagao intravesical de
MNU em ratos culminou com relato de ampliacdo do modelo, com carcinogénese

do trato superior além de sensivel melhora na eficiéncia do padréo vesical (14).

1.2. Imunoterapia no Cancer de Bexiga Urinaria

O céancer vesical, caracterizado por lesdes “superficiais” (70% nao
invadem a tunica muscular), apresenta elevada taxa de recidiva (70%) e

progressao (20% a 30%) apos ressecgao endoscopica transuretral (RTU), (20).

Morales et al. (1976) (21) foram pioneiros em comprovar 0 Sucesso no
tratamento de cancer vesical “superficial” com Mycobacterium bovis, bacilo
Calmette-Guerin (BCG). Desde entdo, BCG é o tratamento de escolha para o
CBNMI de alto risco, sendo considerada atualmente a terapia que apresenta
melhores resultados, superior inclusive a quimioterapia intravesical com relagéao as
taxas de recorréncia do tumor (22). A instilacao intravesical de BCG diminuiu a

taxa de recidiva para algo em torno de 31% (20).

A imunoterapia com BCG resulta em resposta imune massiva
caracterizada pela indugdo da expressao de citocinas tanto na urina quanto na

bexiga e influxo de células inflamatérias na parede vesical. Citocinas como fator
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de necrose tumoral (TNF), fator estimulante de colénias de macréfagos (GMCSF),
interferon (IFN) e interleucinas (IL) induzem resposta de linfécitos T—auxiliadores e
das células natural killers (NK) na bexiga (23). De acordo com Schamhart et al.
(23), apds a instilacdo de BCG, a parede vesical apresenta infiltrado celular
granulomatoso, envolto por linfécitos e granulécitos com inducdo de resposta
imune de longa duragao, a qual pode persistir por mais de um ano. Contudo, tal
resposta varia amplamente nos pacientes e a possivel correlacéo entre expressao

de citocinas e resultado da terapia € alvo de intensa investigagao (24).

Entretanto, o uso de organismos vivos e atenuados pode causar efeitos
colaterais além de dificuldade em predizer resposta. Os efeitos colaterais estao
presentes em mais de 90% dos pacientes tratados com BCG em diferentes graus
de intensidade, sendo que esses vao desde sintomas irritativos leves a moderados
do trato urinario até 6bito, passando por complicagdes graves como instabilidade
hemodinamica, febre persistente ou reacbes alérgicas comprometendo sua

utilizacao (5,25).

Somam-se aos efeitos colaterais as falhas ao BCG (cerca de 20% a 40%),
que podem ocorrer em intervalos variaveis de tratamento (26). Embora cerca de
35% destes pacientes respondam a um segundo ciclo de BCG (27), a maioria
depende de terapia alternativa de resgate, atualmente representada pela cirurgia

radical, a cistectomia, mesmo em casos ndo comprovados de invasao muscular.

Dessa forma, tratamentos alternativos utilizando subfracdes néo viaveis de

bactérias tém sido propostos com resultados promissores, dentre eles o0s
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superantigenos (SAg), (12,13). SAgs sao proteinas produzidas por

microorganismos como bactérias, micoplasmas ou virus.

A enterotoxina B do Staphylococcus aureus (EBS) € um SAg com 30kDa e
portanto ndo é passivel de difusdo através de tecido integro como o urotélio
(12,13), o que teoricamente aponta para a limitacdo de possiveis efeitos

colaterais.

EBS se mostrou capaz de desencadear potente resposta imune.
Experimentalmente os linfécitos ativados por EBS sado capazes de induzir
apoptose nas células do carcinoma urotelial. Embora tal resposta imune
assemelhe-se a desencadeada pelo BCG, esta é Unica em termos de efeitos
biol6gicos e patogénicos merecendo estudos futuros. Os superantigenos estao
entre os mais potentes ativadores de proliferagéo das células T através de inducao

pronunciada de expressao de seus receptores (12,13).

1.3. Regulacao da Angiogénese

O cancer de bexiga é um tumor muito vascularizado, constituido por
morfologia papilar com uma arvore de ramificagdo vascular integrada, e o

conhecimento sobre suas vias de angiogénese esta se expandindo rapidamente.

O microambiente tumoral € caracterizado por uma flutuacéo de hipdxia e
privacdo de nutrientes, os quais levam ao aumento das adaptacbes de clones

genéticos e epigenéticos, bem como ao aumento da agressividade e potencial de
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metastase (28,29). Por sua vez, essas adaptacdes hipdxicas conferem aos
tumores maior resisténcia as terapias atuais (28,29). Parte desta adaptacao € a
regulacdo de genes em resposta a hipdxia. Muitos destes genes sao regulados
pelo fator indutor de hipéxia (HIF-1), o qual é composto por um par de
heterodimeros, HIF-1a e HIF-13 (28,29). Estes heterodimeros ligam-se ao
promotor dos genes responsivos a hipdxia, além de interagir com outros fatores de
transcricdo. A hipdxia tumoral resulta em suprarregulacdo de HIF-1a e fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), culminando com o aumento da

angiogénese (29).

A angiogénese é definida como o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes e possui um papel importante no
crescimento e desenvolvimento, cicatrizagdo de feridas e na tumorigénese (30). O
VEGF é um polipeptideo ligante de heparina derivado de plaqueta, atuando como
um mitdbgeno especifico das células endoteliais e possui papel fundamental na
regulacdo da angiogénese tumoral (31,32). O VEGF estimula todos os aspectos
da funcdo endotelial como proliferacdo, migracdo, produgcdo de éxido nitrico e
permeabilidade de células endoteliais. Além disso, a acao do VEGF protege o

endotélio da apoptose (33).

Na auséncia de neovascularizacdo, os tumores soélidos ndo crescem além
de 1 a 2mm, demonstrando que o crescimento tumoral e a metastase séo
dependentes da angiogénese (34,35). Os inibidores da angiogénese tém sido
desenvolvidos para atingir as células endoteliais vasculares e bloquear a

angiogénese do tumor, uma vez que essas células sdo geneticamente estaveis e,
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portanto, menos propensas a acumular mutagdes que Ihes permitiriam
desenvolver resisténcia a farmacos (34,35). Os inibidores da angiogénese séo

divididos em duas classes: os inibidores diretos e os indiretos (36).

Os inibidores diretos da angiogénese atuam nas células endoteliais
vasculares impedindo-as de responder a varios estimulos, através do bloqueio da
expressao ou da ativacao dos receptores dos fatores proé-angiogénicos nas células
endoteliais, por exemplo bloqueando o receptor para VEGF. Em contraste, os
inibidores indiretos da angiogénese interferem na comunicacao pré-angiogénica
entre as células tumorais e as células endoteliais. Este efeito inibitério indireto
pode ser alcangado por: inibicdo da expressdao de fatores angiogénicos como

VEGF no tumor, dentre outros (36).

A endostatina, um fragmento proteolitico C-terminal do colageno XVIII, é
um potente inibidor direto endégeno da angiogénese (37,38). A endostatina induz
apoptose tanto nas células endoteliais vasculares quanto nas tumorais (37,38). E,
portanto, uma potente substancia antitumoral, que exerce seus efeitos através da

inibicdo da vascularizacdo e do suprimento sanguineo nos tecidos neoplasicos

(37).

Chang et al. (1999) (39) verificaram que a endostatina imunolocaliza na
matriz subendotelial de vasos sanguineos. As agdes da endostatina tém sido
verificadas em diversos tumores sélidos como bexiga e préstata (40,41). Em
estudos clinicos, a endostatina ndo tem demonstrado toxicidade ou resisténcia

significativas em 65 tipos de tumores (35). Também, Yokoyama et al. (2000) (42)
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avaliaram os efeitos do tratamento com endostatina na tumorigénese espontanea
de camundongos transgénicos para o cancer de mama e verificaram um aumento
significativo da sobrevida desses animais, bem como redu¢cdo no tamanho e

progressao tumoral.

Embora a invasdo e angiogénese sejam processos muito diferentes,
ambos estdo intimamente relacionados e exigem degradacdo da matriz
extracelular e da membrana basal através de proteases (43). A cooperacao de
metaloproteinases (MMP)s na degradacdo da membrana basal do endotélio
vascular e matriz extracelular, cria uma passagem por estas barreiras fisicas para
a formagao de novos capilares, assim como contribui para a invasao das células

tumorais e metéstase (44).

MMPs sao ativadas por pro-enzimas, hipéxia e acidose e, através da
degradacdo da matriz extracelular liberam fatores pré-angiogénicos (45). Além
disso, 0 aumento da atividade de MMPs, principalmente a MMP-9, sdo preditores

independentes de sobrevida em cancer de bexiga (46).

As MMPs também tém sido implicadas no processamento do fator de
crescimento homdélogo a insulina (IGF), que por sua vez atua no suporte do
crescimento tumoral (47). Fisiologicamente, IGF-1 é sequestrado pelas proteinas
ligantes de IGF (IGFBPs), que servem para evitar a interacdo dos IGFs com seus
receptores (47,48). MMPs desempenham um papel na liberagdo de IGF ativo da

proteina de ligacao (47).

O receptor de IGF-1 (IGFR-1) desempenha um papel essencial na
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transformagdo maligna, promovendo o crescimento celular e protegendo as
células neoplasicas de apoptose. Sinalizacao aberrante de IGFR-1 esta implicada
em varios tipos de tumores, incluindo carcinomas uroteliais da bexiga urinaria.
Tecidos de cancer de bexiga invasivo mostraram intensa expressado de IGFR-1

quando comparados aos controles ndo malignos (49).

Em sintese, a angiogénese € um processo de varias etapas que depende
do desequilibrio de fatores pré- e anti-angiogénicos, bem como interacbées com a
matriz extracelular. Neste contexto, a inducdo do desequilibrio entre apoptose e
proliferacao celular e a regulacao da atividade de MMPs, IGFR-1 e VEGF podem
ter efeitos somatérios ou mesmo sinérgicos em contraposicdo aos efeitos da

endostatina.

1.4. Proliferacao e Apoptose

O céancer € um exemplo de disfuncdo dos mecanismos normais de
regulagcéo do ciclo celular, com hiperproliferacéo e diminuigcéo relativa de remogcéo
de células. A supressao de apoptose durante a carcinogénese tem papel central

no desenvolvimento e progressao de alguns canceres (50,51).

Relacdo direta entre indice proliferativo (IP) e estadio, e entre indice
apoptético (IA) e grau de diferenciacao tumoral foram demonstrados no tumor

urotelial, indicando suas implicacdes na patogénese do carcinoma urotelial (52).
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A apoptose é um processo cuidadosamente regulado, caracterizado por
aspectos bioquimicos e morfolégicos especificos nos quais a ativagao das
caspases tem um papel fundamental. Métodos que utilizam a deteccao destas
proteinas ndo permitem a manutencado da integridade da amostra, impedindo a
definicao do tipo de célula que esta sofrendo apoptose e outra desvantagem é que
a ativacdo das caspases nao significa necessariamente que a apoptose ira

ocorrer, o que afeta a especificidade do ensaio (53).

Uma das maiores caracteristicas do apoptose é a degradacdo do DNA
apos a ativagdo de endonucleases Ca*™"/Mg*™ dependentes. Esta clivagem leva a
formacdo de bandas fragmentadas de DNA nas células apoptoéticas que sao
identificadas pelo método TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-
dUTP Nick End Labeling) usando o terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
para transferir a biotina-dUTP para as extremidades clivadas de DNA (53). Este
método é muito sensivel, permitindo a detec¢cdo de uma Unica célula através de
microscopia de fluorescéncia, sendo uma técnica rapida, concluida dentro de trés
horas (54), porém deve ser complementado por outro ensaio como a reacao de
Feulgen neste estudo, pois pode apresentar falsos positivos devido a células em

processos como necrose, reparo do DNA, e transcrigdo génica (53).

A microscopia eletronica de transmissao € considerada o padrdo ouro
para confirmagéo do processo de apoptose devido a caracterizagao ultra estrutural
da célula apoptoética (55). Suas principais desvantagens sdo: o custo, o tempo

despendido, e a possibilidade de analisar apenas uma pequena area de cada vez.

Introducdo 25



Outras desvantagens incluem dificuldades em detectar algumas células em fase

precoce do processo de apoptose.

O entendimento da apoptose é vital porque a morte celular programada é
um componente comum a processos patolégicos e fisioldégicos. Desencadeia
diversos estimulos que culminam com a fragmentagcdo do DNA, degradacao do
citoesqueleto e proteinas nucleares, formacao de corpos apoptéticos, expressao
de ligantes para fagocitos, receptores celulares e finalmente absorcao pelos
fagocitos, ultimo componente da apoptose. Uma caracteristica bioquimica é a
expressao de marcadores de superficie celular que resultam no reconhecimento
precoce das células apoptoticas por fagocitos com comprometimento minimo do

tecido adjacente (56).

A ampla participagao da apoptose na fisiopatologia das doengas se presta
a intervengao terapéutica em multiplos pontos. O entendimento dos diversos
mecanismos de apoptose e outras variantes da morte celular programada ao nivel
molecular permite uma visdo mais detalhada em diversos processos patoldgicos

possibilitando estratégias de tratamento (53).

Considerando o equilibrio entre proliferacdo e morte celular (apoptose), o
aumento da proliferacdo pode se acompanhar de diminuicdo ou mesmo aumento

de apoptose (57,58).

Além de aumento de proliferacdo e diminuigdo de apoptose, aumento de
ambas as variaveis foi demonstrado em diferentes tumores, ainda que reflitam

fendbmenos antagbnicos (57,58).
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O indice de proliferacao esta associado ao padrao de DNA celular e ao
grau histopatolégico, desempenhando papel critico na carcinogénese urotelial (59-
63). Quando detectado pelo Ki-67 ¢é significativamente maior em células

aneuploides comparadas as dipléides (padrao das células normais), (64).

A proliferagdo celular detectada pelo Ki-67 est4 associada ao grau de
diferenciacao tumoral, estadio, recorréncia e progndéstico (59-61); e a apoptose,
detectada pelo método TUNEL, estad relacionada ao grau de diferenciacéo,
estadio, e prognéstico no tumor urotelial vesical (62) e do trato urinario superior

(63-65).
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2. Justificativa e Objetivos

2.1 Justificativa

O tratamento padrdo do CBNMI, utilizando BCG, embora atualmente
apresente soélidas indicagbes clinicas (65,66), necessita de esquema de
manutencdo e traz limitagbes em sua eficacia especialmente em relacdo a
reducdo das taxas de progressdo (67) e efeitos colaterais indesejaveis, muitas

vezes deletérios ao paciente.

Apesar de o uso de dose reduzida de BCG apresentar eficacia similar a
sua dose-padrdo com menos toxicidade (68,69) e o uso de ofloxacina, uma
fluoroquinolona com propriedades tuberculostaticas, ser opcdo no controle de
efeitos colaterais (70), alternativas eficazes ao BCG, assim como o avanco da

terapia do CBNMI se fazem necessarios.

O emprego da biotecnologia para o desenvolvimento de variadas
imunoterapias tornou-se uma opc¢ao terapéutica valiosa. Em face do papel
estratégico dos imunoterapicos e da necessidade de novas moléculas destaca-se

o superantigeno EBS, que por sua grande versatilidade e minima toxicidade,
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revelada através de estudos preliminares in vivo e in vitro, figura como nova

perspectiva para o combate de alguns tipos de cancer, incluindo o CBNMI.

Considerando a importancia de tratamentos alternativos que reduzam as
taxas de recorréncia e progressao tumoral do CBNMI, os objetivos gerais deste
estudo foram caracterizar e comparar os efeitos moleculares das imunoterapias
com BCG, EBS e terapia combinada no tratamento do CBNMI induzido
quimicamente em ratos. Tais objetivos gerais foram alcangados através dos

seguintes objetivos especificos:

2.2. Objetivos especificos

e (Caracterizar e comparar a histopatologia do CBNMI de ratos induzidos

quimicamente frente as imunoterapias com BCG, EBS e terapia combinada;

e (Caracterizar os efeitos das imunoterapias com BCG, EBS e terapia combinada
no balanco de moléculas implicadas na angiogénese, antiangiogénese,

proliferacao e apoptose celular do CBNMI de ratos induzidos quimicamente.
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3.Materiais e Métodos

3.1. Animais e Procedimento Experimental

Foram utilizados 75 ratos fémeas da linhagem Fisher 344, na faixa etaria
de sete semanas, pesando em média 150g (11), obtidos no Centro de Bioterismo
da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Para a inducédo do
cancer de bexiga urinaria, 60 animais foram anestesiados com Cloridrato de
Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Kénig, Sao Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina 10%
(60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA), e mantidos nesse estado por 45 minutos
para evitar miccdo espontanea e instilada uma dose de 1,5mg/kg de N-metil-N-
nitrosouréia (MNU - Sigma, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em 0,3 ml de citrato de
sédio (1M, pH 6,0) a cada 15 dias (semanas 0, 2, 4, 6), totalizando quatro doses
(14). Os outros 15 animais que nao receberam MNU foram considerados como
grupo Controle e receberam 0,3 ml de solugédo fisioldégica 0,9% intravesical
seguindo 0 mesmo protocolo. Duas semanas apos a ultima dose, todos os animais

foram divididos em 5 grupos (15 animais cada):

a) Grupo Controle (CT): recebeu uma dose intravesical semanal de 0,3ml de

solucao fisioldgica 0,9% por seis semanas consecutivas;

b) Grupo MNU: recebeu o mesmo tratamento que o grupo CT;
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c) Grupo BCG (Bacilo Calmette-Guerin): recebeu uma dose intravesical

semanal de 10° UFC de BCG (2x10° UFC/mg, Instituto Butantan, S&o Paulo,
Brasil) diluida em 0,3 ml de solucao fisiolégica 0,9% por seis semanas
consecutivas;

d) Grupo EBS (enterotoxina B do estafilococo): recebeu uma dose

intravesical semanal de 10ug/ml de EBS (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
dissolvida em 0,3 ml de solugcédo fisiolégica 0,9% por seis semanas
consecutivas (13);

e) Grupo BCG-EBS: recebeu tratamento simultdneo com BCG e EBS nas

mesmas concentragcdes que nos grupos BCG e EBS por seis semanas

consecutivas.

As doses intravesicais nos diferentes grupos experimentais foram
instiladas via cateter flexivel 20 gauge (Abocath, Sao Paulo, Brasil). Os animais de
todos os grupos experimentais receberam agua e a mesma dieta sélida ad libitum
(Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Apdés 15 semanas de protocolo, os animais foram
sacrificados e as bexigas urindrias coletadas e submetidas as andlises
histopatolégicas, imunohistoquimica e Western Blotting. O experimento respeitou
as normas da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal, e foi aprovado pelo

protocolo nimero 1242-1.
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3.2. Anadlises Histopatologicas

A bexiga urinaria de dez animais de cada grupo foi coletada e fixada em
imersdo em paraformaldeido 4% por doze horas. Apds a fixagéo, os tecidos foram
lavados em alcool etilico a 70%, com posterior desidratacdo em uma série
crescente de alcoois. Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol
por duas horas e inclusos em parafina e polimeros plasticos (Paraplast Plus, St.

Louis, MO, EUA).

Em seguida, os materiais foram seccionados no micrétomo Leica RM 2165
(Leica, Munique, Alemanha) com espessura de 5um, corados em Hematoxilina-
Eosina e fotografados no fotomicroscépio Zeiss Axiophot (Zeiss, Munique,
Alemanha). Os diferentes grupos experimentais foram classificados conforme o
estadiamento proposto pelo consenso da Organizacdo Mundial da

Saude/Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (71).
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3.3. Imunomarcacao dos Antigenos: Fator de Crescimento do
Endotélio Vascular (VEGF), Metaloproteinase de Matriz 9
(MMP-9), Endostatina, Receptor do Fator de Crescimento

Homologo a Insulina 1 (IGFR-1) e Ki-67

A bexiga urinaria de dez animais de cada grupo experimental, 0s mesmos
utiizados para as andlises histopatoldgicas, foram utilizadas para as
imunomarcagdes. A seguir foram obtidos cortes com 5um de espessura no
micrétomo Leica RM 2165 (Leica, Munique, Alemanha), coletados em laminas
silanizadas. A recuperacao antigénica foi realizada por incubacdo dos cortes em
tampao citrato (pH 6,0) a 100°C em microondas ou tratamento com proteinase K,

dependendo das caracteristicas de cada anticorpo.

O bloqueio das peroxidases enddgenas foi obtido com H»O. (0,3% em
metanol) com posterior incubacdo em solucdo bloqueadora com albumina soro
bovino (BSA) 3%, em tampao TBS-T (Tris buffered saline with Tween) por uma
hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos VEGF, MMP-9,
Endostatina, IGFR-1 e Ki-67 foram localizados através dos anticorpos primarios:
mouse VG-1 (sc-53462; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) para
VEGF, mouse IM37 (Calbiochem, Alemanha) para MMP-9, mouse 4i37 (ab64569;
abcam, EUA) para Endostatina, rabbit N-20 (sc-720; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA) para IGFR-1 e rabbit AB9260 (Millipore, Temecula, CA,
EUA) para Ki-67 diluidos (1:50; 1:100; 1:200; 1:200; 1:75, respectivamente) em

BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C. O kit Envision HRP (Horseradish
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peroxidase, Dako Cytomation Inc., EUA) foi usado para deteccao dos antigenos,

de acordo com as instrucdes do fabricante.

Apés lavagem com tampado TBS-T, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario HRP conjugado proveniente do kit Envision (Dako) por 40
minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados
com Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscépio Zeiss Axiophot (Zeiss,

Munique, Alemanha).

Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antigenos, a
porcentagem de células uroteliais da bexiga urinaria positivas foi examinada em
dez campos para cada anticorpo com aumento de 400x. A intensidade da
marcacao foi graduada em uma escala de 0-3, e expressa como 0 (auséncia de
imunorreatividade), 0% de células uroteliais positivas; 1 (fraca imunorreatividade),
1-35% de células uroteliais positivas; 2 (moderada imunorreatividade), 36-70% de
células uroteliais positivas; 3 (intensa imunorreatividade), >70% de células

uroteliais positivas (72).

3.4. Contagem de Células Ki-67 Positivas e Determinacao do

Indice Proliferativo

Os indices proliferativos foram obtidos por contagem das células Ki-67
positivas. Amostras da bexiga urindria de dez animais de cada grupo, as mesmas
destinadas a imunomarcagao para Ki-67 foram utilizadas. A seguir, dez campos de

cada espécime foram analisados com objetiva de 100x, e o indice proliferativo foi
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determinado dividindo-se o numero de células Ki-67 positivas pelo nimero total de

células encontradas nos campos microscopicos.

3.5. Deteccdo de Apoptose e Determinacdo do Indice Apoptético

Amostras da bexiga urinaria de dez animais de cada grupo, as mesmas
destinadas as andlises histopatoldgicas foram utilizadas. A fragmentacdo do DNA -
TUNEL foi detectada utilizando o sistema de deteccéo fluorescente para apoptose -
(Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com as instrugbes do fabricante. Os
nucleos apoptoticos foram identificados e fotografados através do microscopico Zeiss

Axiophot (Zeiss, Munique, Alemanha) equipado com fluorescéncia.

Para a determinacdo do indice apoptotico foi utilizada a reagédo de
Feulgen; os cortes foram submetidos a hidrélise com 4 N HCI por 75 minutos e
tratados com o reagente de Schiff por 40 minutos. Depois de extensa lavagem, os
cortes foram desidratados e montados em laminas. A seguir, dez campos de cada
animal foram analisados com objetiva de 100x, e o indice apoptético foi
determinado dividindo-se o nimero de nucleos apoptéticos pelo numero total de
nucleos encontrados nos campos microscépicos. Os nucleos apoptéticos foram

identificados por caracteristicas como picnose e/ ou fragmentagéao nucleolar.
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3.6. Extracao de Proteinas e Western Blotting

A bexiga urinaria foi coletada de cinco animais de cada grupo
experimental, congelada e, posteriormente, submetida as andlises de Western
Blotting. As bexigas urindrias foram homogeneizadas em tampao de extragao
contendo Triton-x-1%, NaCl 150mM, Tris 10mM pH 7,4, EDTA 1mM, Hepes 1mM
pH 7,6, PMSF 0,2mM e 10 uL/ml de coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EUA).

Os extratos das bexigas urinarias foram obtidos por centrifugacao durante
20 minutos a 14.000 rpm a 4°C. Uma aliquota de cada amostra foi usada para
determinacao da concentracao de proteinas, usando o reagente de Bradford (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA). O correspondente a 50 microgramas
de proteinas foi aplicado no gel SDS-PAGE (sodium dodecy! sulfatepolyacrylamide
gelelectrophoresis). Apds a eletroforese, o material foi transferido eletricamente

para membranas de nitrocelulose.

As membranas foram entdo bloqueadas com BSA 3% diluido em TBS-T
por uma hora e incubadas com os mesmos anticorpos primarios utilizados nos
procedimentos de imunomarcacgao para os antigenos VEGF, MMP-9, Endostatina
e IGFR-1 diluidos 1:500, 1:1000, 1:1500 e 1:1500, em BSA 1%, respectivamente.
Apéds lavagem com tampao TBS-T, as membranas foram incubadas por duas

horas com os anticorpos secundarios anti-rabbit e anti-mouse HRP conjugados na
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diluicdo de 1:3000 em BSA 1%. Apds nova série de lavagens com TBS-T, a

atividade de peroxidase foi revelada com o cromogeno DAB.

O anticorpo para B-actina foi usado como controle enddgeno. A
intensidade da marcagdo obtida nas diferentes situagdes foi determinada por
densitometria através do programa de andlise de imagens AxioVision 4 (Zeiss,

Munique, Alemanha).

3.7. Andlises Estatisticas

Foram empregados o Test-T e a andlise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey para comparacao entre médias dos parametros quantificados
(indices proliferativo e apoptético; analises de Western Blotting) nos diferentes
grupos experimentais. Todas as analises foram realizadas com nivel de

significancia de 5% (73,74).
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4. Publicacoes

4.1.Trabalho: Anti-Angiogenic Effects of the Superantigen
Staphylococcal  Enterotoxin B  (SEB) and
BacillusCalmette-Guerin (BCG) Immunotherapy in

the Superficial Bladder Cancer

Authors: Reis LO, Cagnon VHA, Ferreira U’, Billis A, Favaro WJ.

Trabalho publicado em Anais de Congresso Internacional - J Urol; v.183(4),

p.e126, 2010.

Conteudo preliminar, apresentado na forma de poédio e discutido no Congresso
Americano de Urologia organizado pela Associacao Americana de Urologia (AUA)

em Sao Francisco, CA, EUA em maio de 2010 (75).

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: The angiogenic phenotype can be defined
as an effect of balance between angiogenic and anti-angiogenic factors. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is important regulator of cancer cell growth and
metastases. Endostatin is one of angiogenic inhibitors that play an important role in

suppressing tumor growth. However, the endostatin anti-angiogenic mechanisms
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on urothelial tissue are unclear. Thus, the aim of this work was to characterize the
anti-angiogenic effects of the BCG, SEB and BCG plus SEB treatments in the SBC
of rats. METHODS: Fifty 7-week-old female Fisher 344 rats were anesthetized and
10 of them received 0.3ml dose of saline (Control group). Other 40 rats received
1.5 mg/kg dose of n-methyl-n-nitrosourea (MNU), intravesically every other week
(weeks 0, 2, 4, 6). After MNU treatment, the 40 rats were divided into 4 groups:
MNU group received saline; SEB group received 10ug/midose of SEB; BCG group
received 10° UFC dose of BCG and BCG-SEB group received simultaneous BCG
and SEB treatments all intravesically for 6 weeks. After 15 weeks, all bladders
were collected for immunological analyses of vascular endothelial grow factor
(VEGF), endostatin, matrix metalloproteinase 9 (MMP-9), insulin like growth factor
receptor 1 (IGFR-1), Ki-67 (cellular proliferation) and apoptosis. RESULTS: The
apoptosis and cellular proliferation indexes were increased in all treatment groups.
However, these processes were decreased in the BCG, SEB and BCG-SEB
groups in relation to the MNU group. These indexes were similar to the normal
status in the BCG-SEB group. Intensified VEGF, IGFR-1 and MMP-9
immunoreactivities were verified in the MNU group; moderate in the BCG and SEB
groups; and weak in the BCG-SEB and Control groups. Weak endostatin
immunoreactivity was seen in the blood vessels of the MNU, BCG and SEB
groups, moderate in the BCG-SEB group and intense in the Control group.
CONCLUSIONS: The associated BCG-SEB treatment was more effective in
restoring apoptosis and cellular proliferation balance than BCG or SEB treatments.

VEGF, MMP-9 and IGFR-1 reactivities were an important pathway in cellular
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proliferation, and can be considered fundamental elements involved in bladder
carcinogenesis. Furthermore, the decreased cellular proliferation and neoplastic
features were correlated with increased endostatin and decreased VEGF
reactivities, mainly, in the BCG-SEB group. Finally, the association between BCG
and SEB may be effective in treating bladder cancer focusing on angiogenic

homeostasis. Source of Funding: FAEPEX — UNICAMP.
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ABSTRACT

PURPOSE: Compare and characterize effects of intravesical BacillusCalmette—Guerin
(BCG), Staphylococcal Enterotoxin B (SEB) and BCG-SEB treatments in non-muscle
invasive bladder cancer (NMIBC).

METHODS: Seventy-five female Fisher 344 rats were anesthetized and 15 of them
received 0.3 ml of saline (Control group), 60 animals received 1.5 mg/kg dose of n-methyl-
n-nitrosourea (MNU), all intravesically every other week for 6 weeks. The rats were
divided into 5 groups: MNU and Control groups received 0.3 ml of saline; BCG group
received 10° CFU dose of BCG; SEB group received 10 pg/ml dose of SEB and BCG-SEB
group received simultaneous BCG and SEB, all intravesically for 6 weeks. After 15 weeks,
all urinary bladders were collected for histopathological, immunological and Western
Blotting analyses.

RESULTS: Papillary carcinoma (pTa) and high-grade intraepithelial neoplasia (carcinoma
in situ) were more often in MNU group, papillary hyperplasia in BCG and SEB groups and
flat hyperplasia in BCG-SEB group. No significant toxicity was observed. Apoptosis and
cellular proliferation indexes decreased in BCG, SEB and BCG-SEB groups compared to
MNU group. Intensified VEGF, MMP-9, Ki-67 and IGFR-1 immunoreactivities were
verified in the MNU group; moderate in the BCG and SEB groups; and weak in the BCG-
SEB and Control groups. In contrast, intense endostatin immunoreactivity was verified in
the Control and BCG-SEB groups.

CONCLUSIONS: BCG and SEB presented similar anti-angiogenic effects. BCG-SEB

treatment showed an additional activity compared to monotherapy, being more effective in
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restoring apoptosis and cellular proliferation balance, correlating with increased endostatin

and decreased VEGF, MMP-9, Ki-67 and IGFR-1 reactivities.

Key words: Non-muscle invasive bladder cancer; Bacillus Calmette-Guerin;
Staphylococcal Enterotoxin B; Angiogenesis; Proliferation; Apoptosis; N-methyl-N-

nitrosourea; Anticancer
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INTRODUCTION

Bladder cancer (BC) is the fifth most common cancer in the USA with an expected
70,530 individuals diagnosed and 14,680 deaths in 2011 (1,2). Approximately 50—-70% of
all bladder tumors are non-muscle invasive, stage Tis (carcinoma in situ), Ta (papillary)
and/or T1 tumors confined to the mucosa or submucosa (2,3). Typically, treatment for high-
risk, non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) is transurethral resection (TUR) and
adjuvant therapy with BacillusCalmette—Guerin (BCG) (4).

BCG, an attenuated strain of Mycobacterium bovis, aims to reduce recurrence or to
eradicate Tis when it is not possible to resect completely (5) and its action limiting NMIBC
progression is disputable (4). Although the exact mechanism of BCG antitumor effect
remains unknown, it is based on a complex immune response characterized by marked
infiltration of the bladder wall by immunocompetent cells along with the secretion of
cytokines in the urine as part of the local immune response (6,7).

Paralleling BCG better understanding and optimization, studies have evaluated the
Staphylococcal enterotoxin B (SEB) as a potential candidate to intravesical therapy of
NMIBC. SEB, produced by Staphylococcus aureus, through a unique biological effect
crosslinks variable parts of the T-cell antigen receptor with MHC class II molecules on
accessory or antigen-presenting target cells and do not require processing or proteolysis (8).

In this context, SEB seems interesting as a candidate for an intravesical
immunomodulatory approach to bladder cancer, showing no local or systemic toxicity (9).
Thus, the aims of the hereby study were to compare and to characterize the anti-angiogenic
effects of the BCG, SEB and BCG plus SEB treatments in the NMIBC of rats induced

experimentally.
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METHODS AND MATERIALS

Experimental Proceedings

Seventy-five female Fisher 344 rats, all 7 weeks old, were obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation (CEMIB) at University of Campinas
(UNICAMP).

Animals were anesthetized with 10% ketamine (60mg/kg, i.m.;Fort Dodge, lowa,
USA), and 2% xylazine (5Smg/kg i.m.; Konig, Sao Paulo, Brasil) and remained sedated for
approximately 45 minutes after bladder catheterization via a 20-gauge angiocatheter to

prevent spontaneous micturition.

Cancer induction and control (from weeks 0 to 6 — 4 doses):
Sixty rats received 1.5 mg/kg dose of n-methyl-n-nitrosourea (MNU) dissolved in
0.30 ml of sodium citrate 1M pH 6.0 (10) and fifteen animals received 0.30 ml of 0.9%

physiological saline (Control group - CT) - all every other week, on weeks 0,2,4,6.

Treatment (from weeks 8 to 13 — 6 doses):

Rats were divided into 5 groups (15 animals pergroup): MNU and CT groups
received 0.30 ml of 0.9% physiological saline; BCG group received 10° CFU dose of BCG
(2x10° CFU/mg, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil); SEB group received 10 pg/ml dose
of SEB (Sigma, St. Louis, MO, EUA)(9); and BCG-SEB group received simultaneous
BCG and SEB treatments - all dissolved in 0.30 ml of 0.9% physiological saline, weekly

for 6 weeks.
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After 15 weeks of protocol (cancer induction, control and treatment), all animals
were sacrificed and urinary bladder was collected, processed for histopathological,
immunological and Western Blotting analysis. This study was done according to the
guidelines of the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA, approved by

protocol no. 1242-1).

Histopathological Analysis

The urinary bladders were randomly collected from 10 animals in each group, fixed
by immersion in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, cut into 5-um thick and
stained with hematoxylin-eosin. The neoplastic lesions were diagnosed using the
nomenclature proposed by the World Health Organization/International Society of

Urological Pathology consensus classification (3).

Immunodetection of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Endostatin,
Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9), Insulin Like Growth Factor Receptor-1 (IGFR-1)
and Ki-67

The same urinary bladders used for histopathological analysis (10 per group), were
cut 6 pm thick sections for immunological analysis and incubated at room temperature in
0.3% H,0O, to block endogenous peroxidase and in blocking solution for nonspecific
binding.

Primary mouse antibody VG-1 (sc-53462; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) for VEGF; mouse antibody 4137 (ab64569; abcam, Cambridge, MA, UK) for

endostatin; mouse antibody IM37 (Calbiochem, Darmstadt, Germany) for MMP-9;

Publicagées 46



rabbitantibody N-20 (sc-720; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) for IGFR-1 and rabbit
antibody AB9260 (Millipore, Temecula, CA, USA) for Ki-67 were diluted in 1% BSA
(1:50; 1:100; 1:200; 1:200 and 1:75, respectively) and applied to the sections overnight at
4°C. Bound antibody was detected with an Envision HRP kit (Dako Cytomation Inc.,
USA). Secondary labeled polymer (Envision HRP kit) was applied for 40 min at room
temperature. Peroxidase activity was detected using a diaminobenzidine chromogen
mixture (Envision HRP kit). Sections were lightly counterstained with Harris’ hematoxylin
and photographed with a Zeiss Axiophot (Zeiss, Hamburg, Germany) photomicroscope.

To evaluate the intensity of antigen immunoreactivity, the percentage of positive-
staining urothelial cells was examined in ten fields at random per animal for each antibody
under high magnification (400x). The staining intensity was graded on a scale of 0-3, and
expressed as 0 (no immunoreactivity), 0% positive urothelial cells; 1(weak
immunoreactivity), 1-35% positive urothelial cells; 2 (moderate immunoreactivity), 36—

70% positive urothelial cells; 3 (intense immunoreactivity), > 70% positive urothelial cells

(11).

Determination of the Apoptotic and Proliferative Indexes

The urinary bladders, the same used for histopathological analysis, were processed
for DNA fragmentation - TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP
Nick End Labeling) by means of a fluorescein apoptosis detection system (Promega,
Madison, WI, USA). In addition, Feulgen's reaction was utilized for apoptotic index
determination. The sections were subjected to hydrolysis with 4N HCI for 75 min and then

treated with Schiff's reagent for 40 min.
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Ten microscopic fields were taken at random per animal, resulting in 100 fields per
group for Feulgen and another 100 fields per group for ki-67 reactions, using a Zeiss
Axiophot (Zeiss, Hamburg, Germany) photomicroscope with a x100 objective. Apoptotic
index was determined by dividing the number of apoptotic nuclei, identified by pyknosis
and/or nuclear fragmentation (11) by the total number of nuclei found in the microscope
field. Proliferative index was determined by dividing the number of positive Ki-67

immunoreaction nuclei by the total number of nuclei found in the microscope field.

Western Blotting Analysis

The urinary bladders were randomly collected from 5 animals in each group, frozen
in liquid nitrogen and homogenized in 50 pl/mg of lysis buffer. The tissue homogenates
were centrifuged and a sample of each extract was used for protein quantification by
Bradford's method. Aliquots containing 50 pg of protein were separated under reducing
conditions by SDS-PAGE, 12%.

After electrophoresis, the proteins were transferred to Hybond-ECL nitrocellulose
membranes (Amersham, Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL, USA). The membranes
were blocked with TBS-T and incubated at 4°C overnight with the same primary antibodies
utilized in the immunoreaction for VEGF, endostatin, MMP-9 and IGFR-1 diluted in 1%
BSA (1:500; 1:1,000; 1:1,500 and 1:1,500, respectively).

The membranes were then incubated for 2 h with rabbit or mouse secondary HRP-
conjugated antibodies (diluted 1:3,000 in 1% BSA; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA). Peroxidase activity was detected by incubation with a diaminobenzidine

chromogen (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). The intensities of
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immunoreactivity bands of each protein were quantified using scanner and image
analysisAxioVision 4 (Zeiss, Munique, Germany). The results were expressed as means of

band ratio by B-actin band intensity as an endogenous control.

Statistical Analysis
The results were expressed as the mean + standard deviation. Average data for
proliferative and apoptotic indexes, and Western Blotting were compared among groups by

analysis of variance and Tukey multiple range test, with the level of significance set at 5%.

RESULTS

Histopathological Analysis

The more frequent alterations were papillary carcinoma (pTa) (40.0%) and high-
grade intraepithelial neoplasia (carcinoma in situ)(20.0%) in MNU group; papillary
hyperplasia (60.0%) and carcinoma in situ(20.0%) in BCG group; papillary hyperplasia
(60.0%) and flat hyperplasia (20.0%) in SEB group and papillary hyperplasia (30.0%), flat
hyperplasia (20.0%) and normal tissue (50.0%) in the BCG-SEB group (Table 1). No

significant toxicity was observed.

Proliferative and Apoptotic Indexes
The apoptosis and cellular proliferation indexes were increased in all treatment
groups. The proliferative response was significantly greater in MNU group than those

found for BCG, SEB, BCG-SEB and Control groups, which showed decreasing values for
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this variable (Figures la, Ic, le, 1g, 1i and Table 2). The BCG-SEB group showed the
lower proliferative index when related to the other treatment groups.

The apoptotic index significantly increased in the MNU, BCG and SEB groups in
relation to BCG-SEB and Control groups (Figures 1b, 1d, 1f, 1h, 1j and Table 2).

Nevertheless, this index was similar to the normal status in the BCG-SEB group.

Immunodetection and Western Blotting Analysis of VEGF, Endostatin, MMP-9
and IGFR-1

The highest VEGF, MMP-9 and IGFR-1 proteins levels were found in the MNU
group when related to the other experimental groups, showing intense immunoreactivity in
the urothelium and blood vessels for VEGF (Figures 2a, 2e, 2i, 2m, 2q, 3 and Table 3) in
the urothelium for MMP-9 (Figures 2b, 2f, 2j, 2n, 2r, 3 and Table 3) and in the stroma for
IGFR-1 (Figures 2d, 2h, 21, 2p, 2t, 3 and Table 3).

However, these proteins were significantly higher in the BCG and SEB groups than
in the BCG-SEB and Control groups, which showed weak immunoreactivities (Figures 2, 3
and Table 3).

In contrast, endostatin protein level was significantly higher in the Control and
BCG-SEB groups when related to the other experimental groups, exhibiting intense and
moderate immunoreactivities, respectively, in the urothelium and blood vessels (Figures 2c,
2g, 2k, 20, 2s, 3 and Table 3). Also, this level was significantly higher in the SEB and BCG
groups than in the MNU group, which showed weak immunoreactivity (Figures 2g, 2k, 2o,

3 and Table 3).
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DISCUSSION

Considering the limitations of the adjuvant gold standard therapy of NMIBC (12), in
addition to the seeking of BCG better understanding and improvement, the search for new
agents for intravesical therapy continues.

An attractive mechanism targeting the regulatory cascade of cytokines based on
immune T cells can be obtained through the association of BCG with superantigens such as
SEB in search of complementary effects and NMIBC treatment progress.

Possible mechanisms of action for the advantageous association of BCG-SEB can
evolve the activation of CD4+ and CD8+ T cells in different proportions, as well as diverse
quantitative and qualitative cytokine induction added to exclusive anticancer properties
between both treatments.

In this scenario, no dose dependency of SEB action (13), the efficacy of three-fold
decrease in BCG dose (14), and the immune suppression described after high BCG doses
through Th2 response, support the hypothesis of a Gaussian dose—response curve for
superantigen immunotherapies (15).

Potential mechanisms contributing to anti-tumor and anti-angiogenic effects on
urothelial carcinoma cells include BCG induced susceptibility to an apoptotic insult (16),
added to induction of T-lymphocyte predominant inflammatory infiltrate and cytokines in
the bladder wall and urine (17); tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interferon-gamma
(IFN-y), and interferon-inducible protein-10 (IP-10), the latter two sharing common
regulatory pathways (18).

SEB acts as a superantigen, the most potent T-cell mitogen known, added to a

strong secretion of IL-2, INF-y and TNF-a released from the SEB-stimulated peripheral
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blood mononuclear cells (PBMC), which are able to kill urothelial carcinoma cells by
inducing apoptosis through a pronounced specific Fas-ligand expression (9, 13).

The very high molecular weight of SEB (30 kDa) hinders local diffusion into the
bladder wall, preventing systemic toxicity (8) and neither major nor minor side effects
(including hematuria) were seen in this and in previous study (9). Otherwise, M. bovis
(BCQG) is an obligate intracellular pathogen and its infection mechanism of internalization is
the same that occurs in intravesical immunotherapy (5-7), suggesting that SEB presents
similar but not identical mechanisms against urothelial cancer.

Intriguingly, the present study indicated that the associated BCG-SEB treatment was
more effective in restoring apoptosis, cellular proliferation and angiogenic balances as well
as cancer state than BCG or SEB isolated treatment. VEGF, MMP-9, IGFR-1, ki-67 and
apoptosis decreased while endostatin increased in the urothelial tumor exposed to
treatments.

Like all solid tumors, NMIBCs require angiogenesis to support their active growth
and progression and based on the presented results, it is likely that the inhibition of
different steps of angiogenesis, induction of apoptosis and regulation of cell proliferation,
MMPs and IGFR-1 may have synergistic and/or additive effects on the activity of BCG-
SEB intravesical immunotherapy.

VEGEF had been used as a diagnostic indicator in BC and is a principal regulator of
angiogenesis, which induces proliferation and differentiation of endothelial cells. VEGF
level also has an impact on prognosis and mortality rate of BC, and its overexpression has
been shown in high stage bladder tumor (19). In accordance with our findings, Pavlovich et

al. (2000) verified that post-BCG treatment urine became progressively inhibitory to

Publicagées 52



endothelial cells during weekly treatment courses; and concluded that intravesical BCG
induced a cytokine-rich urinary microenvironment that is inhibitory to endothelial cells
17).

The angiogenic phenotype is thought to depend on a balance of inhibitors and
stimulators; several endogenous inhibitors of angiogenesis play an important role in
suppressing tumor growth and proliferation through apoptosis in endothelial and tumor
cells. Endostatin is thus a potent anti-tumor agent, having its effects by inhibiting
vascularity and blood supplying in the urothelial cancer (20, 21).

In addition, a number of MMPs have been shown to promote angiogenesis and, as a
consequence, tumor growth; high tissue expression levels of MMP-2 and MMP-9 were
significant predictors of prognosis in urothelial cancer (20).

Bergers et al. (2000) showed that the expression of MMP-9 was correlated with a
concomitant increase in VEGF/VEGF receptor complex (22). Also, Hashimoto et al. (2002)
demonstrated that connective tissue growth factor (CTGF) binds to VEGF and prevents the
interaction of VEGF with its receptor, and concluded that MMP(s) can process CTGF and
mediate the release of VEGF, thus representing another mechanism of how MMPs can
influence angiogenesis (23).

The MMPs have also been implicated in the processing of active insulin-like growth
factors (IGFs), which in turn may play a role in enhancing tumor growth (24). The IGFR-1
plays an essential role in malignant transformation by promoting cell growth and protecting
cancer cells from apoptosis (24). Aberrant IGFR-1 signaling is implicated in several types
of tumors, including carcinomas of the urinary bladder; invasive bladder cancer showed

intense IGFR-1 expression compared to nonmalignant controls (25,26). Physiologically,
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IGF-1 is sequestered by insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs), which serve
to prevent the interaction of IGFs with their receptors. MMPs play a role in the liberation of
active IGF from the binding protein (26).

To our knowledge, this is the first study exploring at the same time VEGEF,
endostatin, MMP-9, IGFR-1, ki-67 and apoptosis in an integrated manner, important
pathways in bladder carcinogenesis, previously showed to be related to urothelial cancer
relapse and stage progression (21, 27-30).

In this complex scenario, the presented results foreshadow a potential evolution of
the treatment of urothelial carcinoma: 1 - greater antitumor efficacy with introduction of
superantigen (SEB); 2 - less potential for adverse effects of SEB compared to BCG; 3 -
direct relationship among BCG-SEB treatment response and angiogenesis (VEGEF,
endostatin, MMP-9), proliferation (Ki-67, IGF-1) and apoptosis. A clinical phase I

evaluation appears warranted to confirm the preclinical findings.
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Ki-67 Apoptosis
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Figure 1: Immunolabelled Ki-67 and Apoptosis of the urinary bladder from Control (a, b),
MNU (c, d), BCG (e, f), SEB (g, h) and BCG-SEB (i, j) groups. (a), (c), (e), (g) and (i)
Ki-67 immunoreactivity (arrows) in the urothelial cells. (b), (d), (f), (h) and (j) DNA
Jfragmentation(arrows) in the urothelial cells. a —j: Ur — urothelium and St — stroma.
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Figure 2: Immunolabelledof the urinary bladder from the Control (a, b, ¢, d), MNU (e, f, g, h), BCG (i, j, k,
), SEB (m, n, o, p) and BCG-SEB (q, r, s, t) groups. (a), (e), (i), (m) and (q) VEGF
immunoreactivity (asterisks) in urothelium and blood vessels. (b), (f), (j), (n) and (r) MMP-9
immunoreactivity (asterisks) in urothelium. (c), (g), (k), (o) and (s) Endostatin immunoreactivity

(asterisks) in urothelium and blood vessels. (d), (h), (1), (p) and (t) IGFR-1 immunoreactivity
(asterisks) in stroma. a —t: Ur — urothelium and St — stroma.
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Figure 3:

SEB

BCG-SEB

IGFR-1, 130 KDa

250%
200%
150%
100%
50%
0%
Control MNU BCG SEB BCG-SEB
mVEGF 29114 181.7£6.9 118.3x13 110.2£2.6 25.9£1.0
i MMP-9 18.2+0.6 122.1£3.1 78.7+0.9 70.4=0.4 35.0:0.3
-Endostatin | 172.3%6.3 31.0£1.0 80.8z1.1 84.222.1 156.0=5.4
IGFR-1 52.4+1.6 183.5+4.7 131.243.3 128.7:3.4 60.4£2.8
Different lowercase letters indicate statistically significant differences (P < 0.05) between the groups
after Tukey’stest.
Representative Western Blotting and semiquantitative determination for VEGF,

MMP-9, Endostatin and IGFR-1 proteins of the urinary bladder extracts in the five
experimental groups. The protein levels were identified in the blots. f-Actin was
used as the endogenous control. Data were expressed as the mean *+ standard
deviation (n=5)Table 1: Percentage of histopathological alterations of the urinary

bladder of rats in the different experimental groups.
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Table 1: Percentage of histopathological alterations of the urinary bladder of rats in the

different experimental groups

Groups
1
Histopathology MNU BCG SEB BCG-SEB
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Flat Hyperplasia - - 02 (20.0%) 02 (20.0%)
Papillary Hyperplasia 02 (20.0%) 06 (60.0%) 06 (60.0%) 03 (30.0%)
Low-grade IN 01 (10.0%) 01 (10.0%) - -
High-grade IN - Carcinoma in 02 (20.0%) 02 (20.0%) - -
situ (pTis)
Papillary Carcinoma (pTa) 04 (40.0%) - - -
Squamous Metaplasia 01 (10.0%) 01 (10.0%) 01 (10.0%) -
Normal - - 01 (10.0%) 05 (50.0%)

IN - Intraepithelial neoplasia
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Table 2: Percentage of proliferative and apoptotic index of the urinary bladder of rats in the

different experimental groups

Groups
Control MNU BCG BCG-SEB
Index
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Proliferative 1.7% a 30.8% b 15.7% c 3.1% a
Apoptotic 1.4% a 12.8% b 7.3% c 2.7% a

Different lowercase letters indicate statistically significant differences (P< 0.05)

between the groups after Tukey’s test.
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Table 3: Immunolabelled antigens intensity of the urinary bladder of rats in the different

experimental groups

Groups
Antigens Control MNU BCG SEB BCG-SEB
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
VEGF 1 (14.0%) 3(92.8%) 2 (55.7%) 2 (42.3%) 1 (15.1%)
MMP-9 1 (22.7%) 3 (91.0%) 2 (46.0%) 2 (41.4%) 1 (24.7%)
Endostatin 3(89.2%) 1 (3.5%) 1 (10.0%) 1 (15.0%) 2 (38.9%)
IGFR-1 1 (23.0%) 3 (88.9%) 2 (63.6%) 2 (55.0%) 1 (27.5%)

0, no immunoreactivity; 1, weak immunoreactivity (1% — 35% positive urothelial

stromal cells); 2, moderate immunoreactivity (36% — 70% positive urothelial cells); 3,

intense immunoreactivity (> 70% positive urothelial cells).
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5. Discussao

O mecanismo de acao do BCG ainda nao foi claramente estabelecido, no
entanto, a infitracdo acentuada da parede da bexiga por células
imunocompetentes juntamente com a secrecao de citocinas na urina fazem parte

da cascata de resposta imune local com efeitos antitumorais (6,76).

Como processo inicial, a cepa viva do BCG se liga a fibronectina, sendo
internalizada via integrinas (77,78). Ambas as células uroteliais, malignas e
normais submetem-se a este processo. E interessante notar que o M. bovis em si
€ um patogeno intracelular obrigatério e 0 mecanismo de infeccdo € o mesmo de
internalizacdo que ocorre na imunoterapia intravesical. Uma vez internalizado, as

células uroteliais respondem com uma cascata inflamatdéria, incluindo a liberagéo

de citocinas (24).

A resposta celular inicialmente envolve neutréfilos (que constituem > 75%
do infitrado celular precoce), e é seguida de predominio de células

mononucleares (79, 80).

O infiltrado de células mononucleares na parede da bexiga consiste
principalmente de células T, implicadas na resposta a longo prazo, com

predominancia de células CD4 + (T auxiliadoras) em comparagdo com células
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CD8 + (T citotdxicas). A resposta mediada por células T auxiliadoras esta
associada ao aumento de IL-2, IL-8, TNF e IFN-y, que tém sido associados a

melhor evolucéo clinica (81-83).

A maioria dos neutréfilos urinarios em pacientes submetidos a tratamento
com BCG intravesical, sdo potencializados por INF e expressam TNF-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL), um membro da familia de moléculas TNF,
conhecidas por terem capacidade de inducao de apoptose, expressas tanto como

proteina de membrana como na forma soluvel biologicamente ativa (84,85).

Exposicao repetida ao BCG reforca respostas tanto especifica (células T)
quanto inata (neutréfilos) para o aumento da producao de TRAIL, resultando em

um efeito local antitumoral robusto e sustentado (81-83).

TRAIL induz apoptose em células tumorais, mas ndao em células e tecidos
normais (86). Em pacientes com céancer urotelial recebendo tratamento de BCG,
niveis elevados de TRAIL na urina tém se correlacionado com melhor resposta

clinica (definida por > 12 meses livre de tumor) (87).

BCG intravesical induz TNF-a (82), IFN-y (88) e proteina-10 interferon-
induzida (IP-10) na urina (89). Estas citocinas tém atividades antitumoral e

antiangiogénica (89-91) através de vias comuns (92).

Neste contexto, experimentos sugerem que a resposta a tratamentos
sucessivos com BCG cria um ambiente de citocinas urindrias que ¢é
progressivamente inibitério para as células endoteliais humanas. Este efeito

aumenta ao longo de tratamentos semanais, de modo que apo6s a inducéo ou
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durante o tratamento de manutencdo com BCG todas as amostras de urina sdo
inibitérias para células endoteliais microvasculares (93-97). Mediada por citocinas

a inibicdo angiogénica pode explicar em parte a atividade antitumoral do BCG.

No cenario atual, apesar de a imunoterapia com BCG representar o
padrao ouro do tratamento adjuvante do CBNMI (98-99), a melhor dose, a
programacao das instilagbes, e a cepa ideal ainda permanecem obscuros e
apenas cerca de 31% dos pacientes com indicacao de adjuvancia recebem terapia
intravesical (100), evidenciando grande potencial de otimizagdo do tratamento do

cancer de bexiga.

Um dos principais objetivos da imunoterapia é gerar resposta tumor
especifica que contribui para sua erradicacdo e subsequente vigilancia. O
carcinoma urotelial tem altas taxas de recorréncia e progressao (101), sugerindo
deficiente capacidade de apresentacao de seus antigenos préprios as células T e

consequente resisténcia ao sistema imunologico natural.

Esforcos para aumentar a eficacia do tratamento do carcinoma urotelial
incluem varias tentativas promissoras de introduzir novos agentes para a terapia
intravesical, combinados com agentes estabelecidos, ou mesmo modificando
esquemas atuais. Futuros potenciais meios para otimizar a eficacia do BCG
podem ser vislumbrados com base em avangos no conhecimento de seus
mecanismos de acdo. Um mecanismo atrativo visa melhorar a cascata de
citocinas reguladoras da via imune fundamentada em linfécitos T que pode ser

obtida através da associagdo de BCG com superantigenos como o EBS,
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conjuntamente a esforcos para minorar seus efeitos colaterais.

Considerando os elevados indices de intolerdncia ao BCG, toxicidade
sistémica pode ser evitada pelo fato de que a acao da EBS nao é dependente de
sua penetracao e internalizacdo no urotélio como ocorre com o BCG. O peso
molecular destes superantigenos é elevado (cerca de 30 kDa), de forma que
nenhuma difusdo para parede da bexiga é observada (13), em concordancia com
0s dados apresentados neste estudo em que nao houve toxicidade local ou

sistémica a instilacao intravesical de EBS.

Concentracgdes inferiores a 0,1pg/ml de SAg sao suficientes para estimular
os linfocitos T (102). EBS formam um complexo com as moléculas de
histocompatibilidade maior (MHC) classe Il em células apresentadoras de
antigenos, e ligam-se sequencialmente ao receptor da célula T (RCT), através de

sua cadeia variavel 3 (103,104).

EBS ativa todas as células T com cadeia B em sua regido variavel (VB)-
RCT, independentemente de sua real especificidade com o antigeno. Como
consequéncia, até 25% do total de células T periféricas tornam-se ativadas (105).

Ambos os linfocitos CD4 + e CD8 + T proliferam em resposta a este SAg.

O aumento de CD8+ tem importante papel antitumoral por exercer intenso
efeito citotoxico. CD4+ desempenham um papel importante na conservagao de
células de memodria e nas funcdes de atividade antitumoral como células T

auxiliadoras.

Além disso, a intensa ativacao de células T é acompanhada por aumento
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da producgéao de citocinas como IFN-y, IL2 e TNF-a (12). A hiperativagédo de células
T normalmente ocorre dentro de 48 h apd6s a exposicdo ao SAg. As células T tém
um papel fundamental na eliminacdo células hospedeiras que sofreram

transformagao maligna (106).

Adicionalmente, granulécitos e mondcitos podem ser ativados para
funcionar como células acessoérias para ativacao de células T e uma infiltracao
secundaria da parede da bexiga também ocorre (107). Células NK regulam a
secrecao de IL-4, IFN-y e TNF-a (108), mediando lesdo das células endoteliais

através da indugao de células LAK (leukocyte-activated killer) (109,110).

O fendtipo angiogénico provém de um equilibrio entre inibidores e
estimuladores da proliferagdo de células endoteliais, migracdo destas células e
formacao capilar (111). A inibicdo da neovascularizagdo apresenta um possivel

mecanismo de agao para as imunoterapias.

Aspectos tais como a densidade e padrdo vascular, bem como a
expressao de fatores angiogénicos tém sido correlacionados com a progressao do

carcinoma urotelial (112-114).

O CBNMI apresenta morfologia papilar com ramificagcbes vasculares
integradas expressando diversos fatores angiogénicos, dentre os quais VEGF.
Niveis elevados de VEGF correlacionam-se com recorréncia precoce e progressao

dos CBNMI (94,115,116).

VEGF é o regulador mais importante da angiogénese fisioldgica,

responsavel por recrutar as células no desenvolvimento da vasculatura (117);
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induzir metaloproteinases (118) e secretar fatores de crescimento adicionais do

endotélio em desenvolvimento, dentre os quais IGF-1 (119).

Além disso, o aumento da expressao de MMPs, especialmente MMP-9, é

preditor independente de sobrevida no cancer de bexiga (46).

Pesquisando a literatura, ndo encontramos qualquer estudo examinando a
correlacao entre a resposta a imunoterapia intravesical do tumor urotelial e VEGF,
MMP-9, IGFR-1, endostatina e ki-67; todos considerados fatores prognésticos no

cancer de bexiga em estudos anteriores (46,60,94,120).

VEGF, MMP-9 e endostatina desempenham papéis importantes na
invasao e diferenciacdo do carcinoma da bexiga e apesar de o papel de IGFR-1
ser menos conhecido neste contexto, este atua no desenvolvimento de tumores
em uma variedade de tecidos epiteliais. A ligacao entre IGFR-1 e cancer de bexiga
€ biologicamente plausivel, IGF-1 induz proliferacao celular e blogueia apoptose
em linhagens celulares de cancer de bexiga humano (121); maior circulacao de
IGF-1 esta associada a risco aumentado de tumor de bexiga em humanos (122) e

IGFR-1 estd aumentado em tumores uroteliais invasivos (123).

Portanto, quantificar suas expressdes pode ser util na medida em que a
determinacao de preditores do comportamento do tumor (101) e da resposta ao

tratamento é fundamental no progresso do manejo do cancer urotelial.

No presente estudo, a eficacia da imunoterapia intravesical correlacionou-
se com a expressao dos inibidores e estimuladores da angiogénese e com as

atividades proliferativas e apoptoticas celulares. Este estudo, pela primeira vez,
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propde andlise destes fendmenos de maneira integrada e abre caminho para a
sua aplicacdo clinica. No futuro, a dindmica de expressao das moléculas
estudadas frente ao tratamento pode determinar a evolugao clinica e a resposta
ao tratamento de pacientes com carcinoma da bexiga, além de serem possiveis

alvos especificos no desenvolvimento de novos tratamentos.

Os efeitos antitumorais de EBS e BCG ainda necessitam de maiores
esclarecimentos, e neste contexto, embora ambos apresentem mecanismos de
acao semelhantes, fundamentados em resposta imune humoral e celular, as
multiplas vias compreendidas podem apresentar eficacias diferentes nos
diferentes tratamentos, culminando com efeito final sinérgico e até mesmo
potencializado na associacao dos tratamentos. Possiveis mecanismos de ac¢ao da
associacao entre EBS e BCG podem envolver a ativagdo de linfécitos CD4+ e
CD8+ em proporcdes diferentes, ou ainda diferengas quantitativas e/ou
qualitativas no estimulo a citocinas, além da possibilidade de vias de acéao

anticancer exclusivas nos diferentes tratamentos.

A inducao de apoptose nao dependente da dose de EBS foi demonstrada
em experimentos envolvendo cancer de bexiga. EBS induz maciga secrecao de
citocinas (IL-2, IFN-y e TNF-a) tempo dependente (entre 1 e 7 horas de exposi¢ao)
mas ndo dose dependente, com eficacia demonstrada em doses tao baixas como

0,01 ug/ml (12).

Da mesma forma, ha evidéncias claras de que uma reducdo em até trés

vezes na dose de BCG intravesical é tdo eficaz quanto a dose completa. Em
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contraste, um sexto da dose é significativamente menos eficaz do que um tergo,

apesar de nivel de toxicidade semelhante (124).

Elevadas doses de BCG, ao contrario, suprimem a resposta imune,
sugerindo curva dose-resposta de padrdao Gaussiano para imunoterapias
envolvendo superantigenos. Grandes quantidades de BCG estao relacionados a
resposta mediada por T auxiliadoras tipo 2, associadas a producéo de IL-6 e IL-10,
que afetam negativamente a eficacia da resposta mediada por T auxiliadoras tipo

1, responsaveis pela acao anti-tumoral (125).

E importante ressaltar que apesar de os resultados obtidos prenunciarem
horizontes bastante otimistas na evolucdo do tratamento do carcinoma urotelial,
dentre eles: 1- maior eficacia antitumoral na introdugdo de superantigeno (EBS);
2- menor potencial para efeitos adversos de EBS comparado ao BCG; 3- relagao
direta entre resposta terapéutica e ativacdo de vias de angiogénese (VEGF,
endostatina, MMP-9), proliferacao (ki-67, IGF-1) e apoptose celular; existem
algumas potenciais limitagdes importantes no presente estudo a serem, também,

verificadas no futuro.

Ratos sao geralmente preferidos como modelos experimentais para testes
de drogas por causa de sua homogeneidade e porque um grande numero de
animais pode ser usado com resultados disponiveis em um tempo relativamente
curto. No entanto, os roedores sdao pouco responsivos a EBS dada sua menor
afinidade com MHC Il e sao naturalmente resistentes ao choque toxico

superantigeno induzido (123). Estes aspectos relacionados a MHC |l podem
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sugerir maior reatividade ao EBS em humanos, com duas possiveis repercussoes
com impacto na pesquisa translacional: maior efeito antitumoral, assim como

maior incidéncia de efeitos colaterais em humanos comparados a roedores.

Aerossol de EBS em macacos resultou em vémito e diarreia,
desenvolvidos dentro de 24 horas de exposicao, seguido pelo inicio abrupto de
letargia, dificuldade respiratéria e finalmente choque téxico, a semelhanca do que
ocorre em humanos (126). EBS é a toxina mais estudada entre as exotoxinas de
estafilococos e é listada pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
como um agente de prioridade categoria B, uma vez que pode ser usado como
arma biolbgica em forma de aerossol

(www.cdc.gov/biomonitoring/pdf/Toxins Fact Sheet.pdf). Somados a potencial

toxicidade de enterotoxinas, niveis detectaveis de anticorpos contra varias
enterotoxinas estafilococicas (EAS, EBS, ECS1 e TSST-1) podem potencialmente
inibir a ativagao de células T (127), porém sem limitagao significativa em estudos

clinicos recentes (128).

A variedade e gravidade das reagdes EBS induzidas dependem muito da
rota de exposicao e a via intravesical no cancer de bexiga se apresenta como
grande vantagem. Apesar de até 50% dos S. aureus causadores de infeccédo
urinaria (IU) produzir ao menos um fator de viruléncia, dentre eles EBS, este nao
se relaciona diretamente a gravidade da infecgdo ou a sintomas relacionados as
enterotoxinas (vémito, diarreia, etc.), (129) sugerindo importante papel da barreira
urotelial a EBS na limitacdo de eventos adversos, mesmo em condicdes

desfavoraveis como IU.
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A localizagdo anatébmica do cancer de bexiga “superficial” é altamente
propicia a terapia regional. A bexiga é um 6rgao com cavidade bem definida que
permite a instilacdo de agentes terapéuticos que podem banhar os tumores em
altas concentracbes, limitando a exposicdo sistémica devido a natureza
impermeavel da parede da bexiga, além de a eliminacao do agente ser facilmente

alcancada através de lavagem e micgao (7).

Embora exposicao a enterotoxina possa trazer o risco de efeitos adversos,
nenhuma toxicidade significativa foi observada e todos os animais permaneceram
saudaveis durante o experimento, confirmando estudo de toxicidade anterior

utilizando dose de até 100 ug/ml de EBS intravesical sem efeitos colaterais (13).

Estudos clinicos atuais demonstraram a seguranca do uso de
enterotoxinas do estafilococo em humanos com resultados promissores no

tratamento do cancer (128,130,131).

A engenharia genética de superantigenos tem sido usada para
desenvolver aplicagdes terapéuticas com melhores efeitos antitumorais e
toxicidade reduzida. Fuséao de proteinas sintéticas, MHC classe llI-independente e
tumor-especificas, foram avaliados com sucesso e podem representar o futuro dos

superantigenos (115, 132-134).
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6.Conclusoes

6.1. A imunoterapia combinada BCG-EBS mostrou-se mais efetiva na
recuperacao das alteragdes histopatolégicas, na restauracdo do equilibrio
de moléculas envolvidas na angiogénese, proliferacdo e apoptose

comparada aos tratamentos isolados com BCG ou EBS.

6.2. Os grupos submetidos as imunoterapias com BCG, EBS e BCG-EBS
demonstraram diminuicao de VEGF, MMP-9, IGFR-1 e aumento da

endostatina, tendendo a niveis proximos da normalidade.
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8. Anexos

8.1. Aprovagdo da Comissdo de Etica
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CEEA-IB-UNICAMP

Comissio de Etica na Experimentacao Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1242-1, sobre "Estudo comparativo entre

modalidades de imunoterapia intravesical em ratos com cancer vesical” sob
a responsabilidade de Profa. Dra. Valéria Helena Alves Cagnon Quitete / Prof.

Dr. Ubirajara Ferreira, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). tendo sido aprovade pela Comissdo de FEtica na
Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 23 de abril de 2007

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1242-1. entitied " kg

is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on april 23, 2007

JCampmas 23 de abril de 2007
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L Profa. Dra AntMaua A/ Guaraldo Fatima Monsa
Presidente Secretana Executiva
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8.2. Direitos Autorais

COPYRIGHT release(s) of the article recommended for publication in The Journal of
Urology and tentatively scheduled for publication in the February 2012 issue for purpose
of including in Ph.D. thesis dissertation (always credit the original source fully):
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Anti-Angiogenic Effects of the Superantigen Staphylococcal Enterotoxin B and
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# the right to make copies (print or electronic) of the journal article for your own personal use,
including for your own classroom teaching use;

e the right to make copies and distribute copies of the journal article {including via e-mail) to research
colleagues, for personal use by such colleagues for scholarly purposes®;

s the right to post a pre-print version of the journal article on Internet websites including electronic
pre-print servers, and to retain indefinitely such version on such servers or sites for scholarly
purposes® (with some exceptions such as The Lancet and Cell Press. See also our information on &+
electronic preprints for @ more detailed discussion on these points)*;

s the right to post a revised personal version of the text of the final journal article (to reflect changes
made in the peer review process) on your personal or institutional website or server for scholarlhy
purposes*, incorporating the complete citation and with a link to the Digital Object Identifier {(DOI) of
the article (but not in subject-oriented or centralized repositories or institutional repositories with
mandates for systematic postings unless there is a specific agreement with the publisher. EH+Click
here for further information);

# the right to present the journal article at a meeting or conference and to distribute copies of such
paper or article to the delegates attending the meeting;

e for your employer, if the journal article is a ‘work for hire', made within the scope of the author's
employment, the right to use all or part of the information in (any version of) the journal article for
other intra-company use (e.q. training);

s patent and trademark rights and rights to any process or procedure described in the journal article;

s the right to include the journal article, in full or in part, in a thesis or dissertation;

# the right to use the journal article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as
collected writings or lecture notes (subseguent to publication of the article in the journal); and

& the right to prepare other derivative warks, to extend the journal article into book-length form, or to
otherwise re-use portions or excerpts in other works, with full acknowledgement of its original
publication in the journal.

*Commercial purposes and systematic distribution

Authors of Elsevier-published articles may use them only for scholarly purposes as set out above and may
not use or post them for commercial purposes or under policies or other mechanisms designed to
agoregate and openly disseminate manuscripts or articles or to substitute for journal-provided services.
This includes the use or posting of articles for commercial gain or to substitute for the services provided
directly by the journal including the posting by companies of their employee-authored works for use by
customers of such companies (e.g. pharmaceutical companies and physician-prescribers); commercial
exploitation such as directly associating advertising with such postings; the charging of fees for document
delivery or access; the systematic distribution to others via e-mail lists or list servers (to parties other than
known colleagues), whether for a fee or for free; the posting of links to sponsored articles by commercial
third parties including pharmaceutical companies; institutional, funding body or government manuscript
posting policies or mandates that aim to aggregate and openly distribute the accepted, peer reviewed
manuscripts or published journal articles authored by its researchers or funded researchers; and subject
repositories that aim to agaregate and openly distribute accepted peer reviewed manuscripts or published
journal articles authored by researchers in specific subject areas.
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