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INTRODUGAO:

A imunoterapia com Bacillus Calmette-Guerin (BCG) tem sido o tratamento padrdo-ouro para o
cancer de bexiga ndo-musculo invasivo (CBNMI) por quase meio século. No entanto, muitos pacientes
com doencga de alto risco apresentam recorréncia, incluindo aqueles que progridem e, eventualmente,
nao respondem ao BCG. Durante décadas, além da cistectomia radical, poucas opcdes terapéuticas
existiam para essa populagdo de risco. No entanto, o advento de novos agentes imunoterdpicos
transformou o tratamento de varios tipos de tumores, incluindo o carcinoma urotelial. Essas
imunoterapias tém apresentado resultados promissores no tratamento do cancer de bexiga. Nesse
cenario, nosso grupo de pesquisa desenvolveu a imunoterapia OncoTherad® (MRB-CFI-1), a qual tem
apresentado resultados positivos no tratamento do cancer, em especial o CBNMI. Com base nos estudos
pré-clinicos, clinico-veterinarios e clinicos Fase 1/2 em seres humanos realizados nos ultimos anos, a
imunoterapia OncoTherad® (MRB-CFI-1) representa uma nova abordagem para combater lesdes
malignas de alto grau ainda na bexiga urinaria, antes de se espalharem para tecidos e 6rgaos

adjacentes.

Devido a complexidade inerente da resposta imune, a selecéo de pacientes e o desenvolvimento
de biomarcadores para orientar a identificagdo de pacientes que obterdo o maior beneficio de uma
determinada imunoterapia permanecem criticos. A maioria das imunoterapias funciona através do
aumento das respostas antitumorais das células T CD8+, que podem ser bastante limitadas pelo
microambiente tumoral (TME) imunossupressor. Os macrofagos associados ao tumor (TAMS), um
componente chave do TME imunossupressor, diminuem a reatividade antitumoral das células T na
maioria dos tumores soélidos. Nos ultimos anos, varios estudos demonstraram a regulacao positiva das
monoamina oxidases (MAOs) em comparagdo com tecidos normais. As MAOs sdo enzimas oxidativas

que catalisam a conversao de aminas biogénicas em seus aldeidos e cetonas correspondentes por meio
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de desaminacéo oxidativa (Aljanabi et al., 2021; Duran et al., 2021). As MAOs podem ser classificadas
em dois tipos: monoamina oxidase A (MAO-A) e monoamina oxidase B (MAO-B) (Tripathi et al., 2018;
Manzoor & Hoda, 2020; Duran et al., 2021). O gene MAO-A é um gene localizado no cromossomo X
(Xp11.23), que codifica a proteina MAO-A na membrana mitocondrial externa (Bach et al., 1988; Aljanabi
et al., 2021). A MAO-A esta presente no trato gastrointestinal, pulmao, figado e placenta; enquanto a
MAO-B esta presente nas plaquetas (Bach et al., 1988; Aljanabi et al., 2021; Duran et al., 2021). O papel
das MAOs no cancer de bexiga ainda é pouco explorado. Os relatos na literatura sdo escassos quanto

as funcdes e tipos de MAO no tecido vesical normal e neoplasico.

Assim, 0s objetivos do presente estudo foram caracterizar os efeitos da nano-imunoterapia
OncoTherad® (MRB-CFI-1) na modulagdo das monoaminas oxidases (MAO-A e MAO-B) na bexiga
urinaria de pacientes com CBNMI irresponsivos (recidivados, refratarios, intolerantes) ao tratamento com
BCG.

METODOLOGIA:

Foram recebidas e analisadas as 40 bidpsias de tecido da bexiga urindria de pacientes obtidas
por cistoscopia ou resseccao transuretral (RTU), provenientes do Ambulatorio de Saude do Homem do
Hospital Municipal de Paulinia (HMP)/Paulinia-SP e do Ambulatério de Urologia do Hospital de Caridade
Sédo Vicente de Paulo (HSV)/Jundiai-SP, com cancer de bexiga ndo-musculo invasivo irresponsivo
(recidivado, refratario, intolerante) ao tratamento com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) e/ou
guimioterapia intravesical, submetidos ao tratamento da nano-imunoterapia OncoTherad®. A partir
disso, as les6es foram classificadas conforme o estadiamento proposto pelo Consenso da Organizagéo
Mundial da Saude/Sociedade Internacional de Patologia Urol6gica e os pacientes foram designados aos
dois grupos do estudo (n=20 por grupo): Grupo 1 (bidpsia inicial, antes do tratamento com Oncotherad®)

e Grupo 2 (biépsia da bexiga apos o tratamento com Oncotherad®).

A partir disso, foram realizadas imunoistoquimicas, nas amostras obtidas, para os anticorpos
MAO-A (sc-271123) e MAO-B (sc-515354), seguidas de analises da imunorreatividade total através do

software Image J.

Os valores das andlises imunoistoquimicas foram representados em média * desvio padréo. As
imunorreatividades para cada proteina e para cada grupo foram avaliadas pela analise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de Mann-Whitney. As analises foram realizadas com o software GraphPad
Prism, versédo 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA). A significancia estatistica
estabelecida foi de 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Em relacdo ao estadiamento e gradacdo histoldgica inicial, os tumores mais frequentes foram
pT1 (35,0%) e pTa baixo grau (35,0%), seguidos de pTa alto grau (20,0%) e pTis (10,0%). A maioria dos
tumores apresentaram-se como lesées multifocais em 80,0% dos pacientes e, solitarias em 20,0%.

Tumores >3,0 cm ocorreram em 75,0% dos pacientes, enquanto tumores <3,0 cm ocorreram em 25,0%.

A imunoterapia OncoTherad® reduziu significativamente a gradacao histologica em relacdo ao
tratamento prévio com oncoBCG e/ou quimioterapia intravesical. A maioria das les6es malignas foi pTa
baixo grau (20,0%), seguido de pTa alto grau (5,0%). A maioria das lesGes apresentaram-se como lesbes
solitarias (85,0%) e <3,0 cm (90,0%). Neoplasia urotelial de baixo potencial maligno ocorreu em 25,0%
dos pacientes. Alteracdes teciduais ndo-neoplasicas como cistite cronica folicular, cistite crénica

inespecifica ocorreram em 25,0% e 25,0% dos pacientes, respectivamente.

Em relacdo as analises imunoistoquimicas para as MAQOs, nossos resultados demonstraram
elevadas imunorreatividades tanto para MAO-A quanto para MAO-B no microambiente tumoral da bexiga
urinaria antes do tratamento com OncoTherad® (Tabela 1), confirmando que o padréo relatado pelos

estudos da literatura também pode ser observado nos tumores de bexiga ndo-musculo invasivos.

As imunorreatividades totais para MAO-A néo diferiram estatisticamente (Tabela 1) nas biopsias
vesicais antes (Figura 1A) e apés o tratamento com OncoTherad® (Figura 1B), indicando que esse
tratamento n&o interfere na acdo da MAO-A no tecido vesical. Em contraste, as imunorreatividades para
MAO-B foram significativamente menores (Tabela 1) nas bidpsias vesicais apds o tratamento com
OncoTherad® (Figura 2B) em relacao as bidpsias prévias (Figura 2A), indicando que essa imunoterapia

reverteu o estado de imunossupressao e a progressao tumoral induzidos por MAO-B.

Tabela 1: Média + desvio padrédo da imunorreatividade total (%) para os diferentes antigenos antes e
apos o tratamento com OncoTherad®.

Grupos
Antigenos G1 (n=20) G2 (n=20)
MAO-A 51,60 + 15,54 a 46,26 £ 22,58 a
MAO-B 45,60 + 19,37 a 34,46 +1451Db

Na mesma linha, valores seguidos por letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05).
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Figura 1A: Imunomarcacgéo representativa para monoamina  Figura 1B: Imunomarcagdo representativa para monoamina
oxidase A (MAO-A) na bexiga urindria antes oxidase A (MAO-A) na bexiga urindria depois do tratamento
com Oncotherad®

Figura 2A: Imunomarcagdo representativa para monoamina  Figura 2B: Imunomarcagdo representativa para monoamina
oxidase B (MAO-B) na bexiga urindria antes oxidase B (MAO-B) na bexiga urindria depois do tratamento
com Oncotherad®

CONCLUSOES:

Nossos resultados demonstraram elevadas imunorreatividades tanto para MAO-A quanto para
MAO-B no microambiente tumoral da bexiga urinaria, confirmando que o padréao relatado pelos estudos
da literatura também pode ser observado nos tumores de bexiga ndo-masculo invasivos. O tratamento
com OncoTherad® néo alterou as imunorreatividades para MAO-A. A diminui¢do das imunorreatividades
para MAO-B ap6s o tratamento com OncoTherad® relacionou-se com a resposta antitumoral dessa
imunoterapia, a qual reverteu o estado de imunossupressao e a progressao tumoral induzidos por MAO-
B. Ainda, nossos resultados apoiam a utilizagdo da MAO-B como um biomarcador de resposta clinica a

terapia com OncoTherad®.
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