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RESUMO 

 

Objetivo: A terapia fotodinâmica vascular (VTP) é uma abordagem de ablação tumoral usada 

para tratar o câncer de próstata em estágio inicial e também pode ser eficaz para o câncer 

urotelial do trato urinário superior (UTUC) com base em dados pré-clínicos. No sentido de 

aumentar as taxas de resposta ao VTP, avaliamos sua eficácia em combinação com inibidor de 

PD-1 com agonista de OX40 em um modelo animal de tumor urotelial. 

Projeto experimental: Em camundongos aloenxertados com células MB-49 UTUC, 

comparamos os efeitos do VTP combinado com o inibidor PD-1 e agonista OX40 em relação 

ao crescimento tumoral, sobrevida, ocorrência de metástase pulmonar e respostas imunes 

antitumorais. 

Resultados: A combinação de VTP com inibidor de PD-1 e agonista de OX40 inibiu o 

crescimento do tumor e prolongou a sobrevida em um grau maior do que VTP com qualquer 

um dos imunoterápicos individualmente. Esses efeitos resultam do aumento da infiltração 

tumoral e proliferação intratumoral de células T citotóxicas e auxiliares, depleção de células 

Treg e supressão de células supressoras derivadas de mieloides. 

Conclusões: Nossos resultados sugerem que o VTP sinergiza-se com o bloqueio de PD-1 e 

agonista OX40 para promover fortes respostas imunes antitumorais, produzindo eficácia 

terapêutica em um modelo animal de câncer urotelial. 

Palavras-chave: câncer urotelial, ablação tumoral, TOOKAD, terapia focal, imunoterapia  
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ABSTRACT 

 

Purpose: Vascular targeted photodynamic therapy (VTP) is a non-surgical tumor ablation 

approach used to treat early-stage prostate cancer and may also be effective for upper tract 

urothelial cancer (UTUC) based on preclinical data. Toward increasing response rates to VTP, 

we evaluated its efficacy in combination with concurrent PD-1 inhibitor/OX40 agonist 

immunotherapy in a urothelial tumor-bearing model.  

Experimental design: In mice allografted with MB-49 UTUC cells, we compared the effects 

of combined VTP with PD-1 inhibitor/OX40 agonist with those of the component treatments 

on tumor growth, survival, lung metastasis, and antitumor immune responses.  

Results: The combination of VTP with both PD-1 inhibitor and OX40 agonist inhibited tumor 

growth and prolonged survival to a greater degree than VTP with either immunotherapeutic 

individually. These effects result from increased tumor infiltration and intratumoral 

proliferation of cytotoxic and helper T cells, depletion of Treg cells, and suppression of 

myeloid-derived suppressor cells. 

Conclusions: Our findings suggest that VTP synergizes with PD-1 blockade and OX40 agonist 

to promote strong antitumor immune responses, yielding therapeutic efficacy in an animal 

model of urothelial cancer. 

Keywordds: urothelial carcinoma, tumor ablation, TOOKAD, focal therapy, immunotherapy  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O carcinoma urotelial  representa o sexto tumor maligno mais comum entre os homens 

nos Estados Unidos e é mais prevalente entre os homens com mais de 60 anos (1). Em pacientes 

com tumores uroteliais pequenos de baixo grau, bem como aqueles nos quais a preservação 

funcional é especialmente crítica (ou seja, pacientes com rim único, função renal deficiente e/ou 

não elegíveis para cistectomia/nefro-ureterectomia), as terapias ablativas locais surgiram como 

um meio promissor de reduzir a morbidade do tratamento e priorizando a preservação 

renal/funcional (3,4).  

 A terapia VTP empregando WST11 (TOOKAD Soluble, Steba Biotech, França) foi 

clinicamente aprovada na Europa e no México em 2017 para câncer de próstata localizado em 

estágio inicial (5-7) e demonstrou eficácia em vários modelos animais de carcinoma urotelial 

(7,8). WST-11 é um fotossensibilizador administrado por via intravenosa e tem meia-vida de 

60 minutos. A iluminação a laser confinada fornecida por meio de fibras ópticas ativa a droga 

localmente e induz a liberação rápida de substâncias tóxicas, principalmente radicais livres de 

vida curta, dentro dos vasos sanguíneos do tumor, levando à oclusão vascular e, finalmente, à 

necrose do tumor 48 horas após o tratamento (9). 

 Embora o VTP possa erradicar os tumores uroteliais, a taxa de cura no modelo de 

camundongo padrão é de apenas aproximadamente 30%. Para aumentar sua eficácia, o VTP foi 

combinado com inibidores de checkpoint imunológico capazes de induzir respostas 

imunológicas antitumorais por meio de uma reação inflamatória rápida e proeminente (10). A 

atividade do VTP com inibidores de checkpoint, como anti-PD-1 e anti-CTLA-4, foi 

demonstrada em estudos com animais, nos quais a taxa de resposta completa é superior a 40% 

(7,11). A combinação de drogas imunomoduladoras com inibidores de checkpoint imunológico 

tem recebido considerável atenção como forma de aumentar o benefício destes últimos, que 

podem induzir respostas clínicas e imunológicas potentes em uma minoria de pacientes (12).  
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1.1 Objetivos 

 

Objetivo Principal 

 

Nesse estudo, postulamos que a combinação de VTP com bloqueio de PD-1 e 

imunoterapia agonística OX40 aumentaria a eficácia terapêutica no câncer urotelial, induzindo 

imunidade antitumoral de longa duração. 

 

Objetivos Secundários 

- Avaliar a resposta imunológica (linfócitos T) local e sistêmica. 

- Avaliar a prevenção de metástases. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1. Epidemiologia  

Os tumores uroteliais, em especial o carcinoma urotelial, representam um importante 

problema de saúde pública devido à sua prevalência e forte associação com fatores ambientais 

(1,2). Trata-se de um câncer relativamente comum, correspondendo a aproximadamente 3% de 

todos os cânceres diagnosticados. Dados recentes da Globocan em 2022 destacam a posição do 

câncer de bexiga entre os dez tipos de câncer mais comuns em nível mundial. Se considerarmos 

apenas pacientes do sexo masculino, o câncer de bexiga ocupa a sexta posição, sendo a nona 

causa mais comum de morte por câncer (39). 

A incidência de tumores uroteliais varia significativamente conforme sua localização 

no trato urinário. Aproximadamente 90% desses tumores ocorrem na bexiga, enquanto os 10% 

restantes se originam no trato urinário superior (TTUA). Essa distribuição anatômica também 

se reflete nas diferenças de incidência entre os sexos: os tumores uroteliais da bexiga afetam os 

homens em uma proporção de 4:1 em relação às mulheres, enquanto nos TTUA essa proporção 

é de 2:1. Aproximadamente 60% dos tumores do trato urinário superior (pelve renal e ureter) 

são invasivos no momento do diagnóstico, enquanto essa taxa é significativamente menor nos 

tumores de bexiga, variando entre 15% e 25%. 

2.2. Estadiamento 

Os tumores confinados à mucosa e que invadem a lâmina própria são classificados como 

Ta e T1, respectivamente, de acordo com a classificação TNM (Tumor, Nódulo e Metástase). 

Tumores planos de alto grau, restritos à mucosa, são categorizados como carcinoma in situ 

(CIS). Esses tumores, conhecidos como tumores não músculo-invasivos da bexiga (NMIBC), 

podem ser tratados por meio de ressecção transuretral (RTU) da bexiga e instilações 

intravesicais, como veremos adiante. Em contraste, tumores que invadem a camada muscular 

do urotélio, o tecido perivesical e estruturas adjacentes da bexiga são classificados como T2, 

T3 e T4, respectivamente, sendo considerados tumores invasivos (MIBC) (Anexo B).  
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2.3. Tratamento 

2.3.1. Câncer de Bexiga 

O tratamento inicial do câncer de bexiga é comumente realizado por meio de ressecção 

transuretral do tumor (RTU). Esse procedimento tem como objetivo a ressecção completa de 

todos os tumores visualizados durante a cistoscopia. A escolha do tratamento subsequente está 

intimamente relacionada ao estadiamento e à histologia do tumor. Nos tumores não músculo-

invasivos, particularmente aqueles maiores que 3 cm, que invadem a lâmina própria, e/ou os 

tumores recorrentes, ou classificados como de alto grau (incluindo carcinoma in situ), é 

recomendada a terapia adjuvante com BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) ou quimioterapia 

(Gemcitabina/Mitomicina) intravesical (34). O objetivo dessa terapia é reduzir as taxas de 

progressão e recidiva tumoral. 

No entanto, deve-se considerar que o uso de BCG e/ou quimioterápicos podem estar 

associados a efeitos colaterais, incluindo complicações graves em até 5% dos casos. Essas 

complicações podem limitar, e muito, seu uso. 

Para pacientes que apresentam tumores músculo-invasivos ou mesmo superficiais, mas 

que têm um alto risco de progressão ou recidiva, a cistectomia radical acompanhada de 

linfadenectomia pélvica é o tratamento padrão. A cistectomia radical é reconhecida como o 

melhor e mais eficiente tratamento curativo disponível para esses pacientes, embora esteja 

associada a um índice significativo de complicações pós-operatórias. Cerca de 25-30% dos 

pacientes apresentam complicações graves, classificadas como Clavien-Dindo grau ≥ 3. Além 

disso, essa cirurgia exige a realização de derivações urinárias, que podem impactar 

consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes, devido às alterações funcionais e 

metabólicas associadas à perda da bexiga; incluindo o risco de doença renal crônica dialítica de 

até 20% em 5 anos (Apêndice C).  

2.3.2 Tumores do trato urinário alto  

A nefroureterectomia com ressecção do cuff vesical é considerada o tratamento padrão-

ouro para o manejo dos TTUA. Esta abordagem cirúrgica envolve a remoção completa do rim 

afetado, do ureter e de uma porção da bexiga onde o ureter se insere, garantindo a remoção 

abrangente do tecido tumoral e minimizando o risco de recorrência local. 
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No entanto, em casos selecionados, especialmente em pacientes de baixo risco, pode-se 

optar por uma cirurgia preservadora do rim (tratamento endoscópico principalmente), com o 

objetivo de preservar a função renal sem comprometer os resultados oncológicos. Essa 

abordagem é considerada segura e eficaz em situações em que o tumor é pequeno, de baixo 

grau e localizado de forma que permita uma excisão completa, mantendo a função renal. 

Em pacientes de alto risco, incluindo aqueles com tumores de alto grau, grandes, 

multifocais ou com invasão profunda, a preservação renal é geralmente contraindicada devido 

ao maior risco de recorrência e progressão da doença. No entanto, a cirurgia preservadora do 

rim pode ser considerada em situações excepcionais, como em pacientes com insuficiência 

renal crônica ou com rim solitário, onde a perda da função renal pode levar à necessidade de 

diálise. Nesses casos, a decisão cirúrgica deve ser cuidadosamente ponderada, levando em conta 

a necessidade de balancear o controle oncológico rigoroso com a preservação da função renal 

remanescente. 

2.4 Vascular Targeted Therapy (VTP) – Terapia Vascular Fotodinâmica 

 

De maneira geral, a terapia fotodinâmica é uma modalidade de tratamento que utiliza a 

combinação de luz, um agente fotossensibilizador e oxigênio para destruir seletivamente células 

anormais como as células cancerígenas. O processo envolve três etapas principais: 

1. Administração do Fotossensibilizador: Um agente fotossensibilizador, que é uma 

substância química que se acumula preferencialmente nas células-alvo, é administrado 

ao paciente. Esse agente é inicialmente inerte e não tóxico. 

2. Ativação por Luz: Após a administração do fotossensibilizador, a área-alvo do corpo, 

onde as células anormais estão localizadas, é exposta a uma fonte de luz de uma 

determinada frequência que corresponde à absorção do fotossensibilizador. Essa luz 

ativa o fotossensibilizador. 

3. Produção de Espécies Reativas de Oxigênio (RLO): A ativação do fotossensibilizador 

pela luz leva à geração de espécies reativas de oxigênio, que são moléculas altamente 

reativas que causam dano celular. Esses danos podem incluir a destruição das 

membranas celulares, proteínas, ácidos nucleicos ou endotélio vascular, resultando na 

morte das células no tecido tratado 
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A terapia fotodinâmica é utilizada no tratamento de vários tipos de cânceres, incluindo 

cânceres de pele, esôfago, pulmão e próstata, além de algumas condições não oncológicas. Ela 

é particularmente útil para tumores localizados, pois permite a destruição seletiva das células 

tumorais com danos mínimos ao tecido saudável circundante. Além disso, ela pode ser 

combinada com outras modalidades terapêuticas para potencializar o efeito antitumoral e 

promover a cura da doença. 

A Terapia Fotodinâmica Vascular (VTP) é uma abordagem terapêutica inovadora que 

se distingue por seu mecanismo de ação focada na vasculatura tumoral. Utilizando o agente 

fotossensibilizante WST11 (Tookad® Solúvel, Steba Biotech, França), a VTP tem como alvo 

primário os vasos sanguíneos que nutrem o tumor, essencialmente interrompendo o suprimento 

de sangue e, consequentemente, levando à morte das células tumorais por necrose/apoptose 

celular. 

O processo terapêutico começa com a administração intravenosa do WST11, que é um 

composto fotossensibilizante solúvel em água derivado da clorofila. Este agente possui uma 

alta afinidade pela circulação sanguínea e, diferentemente de outros fotossensibilizadores que 

se acumulam diretamente nas células tumorais, o WST11 permanece predominantemente no 

sistema vascular. Após a aplicação local de uma fonte de luz laser específica, com um 

comprimento de onda que corresponde à absorção máxima do WST11, esse agente é ativado e 

uma cascata de reações químicas é iniciada, gerando uma rápida produção de espécies reativas 

de oxigênio (RLO), principalmente radicais livres que são altamente citotóxicos. Estes radicais 

livres provocam danos oxidativos graves às células endoteliais que revestem os vasos 

sanguíneos do tumor. Como resultado, ocorre uma destruição seletiva da vasculatura tumoral, 

induzindo a interrupção do fluxo de sangue e, consequentemente a necrose tumoral/tecidual. 

Além de causar necrose direta das células tumorais por privação de sangue, a VTP tem 

sido associada a um efeito imunológico sistêmico. A destruição da vasculatura tumoral e a 

subsequente morte celular liberam antígenos tumorais no sistema imunológico, que pode ser 

estimulado a reconhecer e destruir células tumorais remanescentes ou metastáticas em outras 

partes do corpo (efeito episcopal). Esse processo envolve principalmente a imunidade celular, 

mediada por células T, mas também a imunidade humoral, envolvendo a produção de 

anticorpos contra antígenos tumorais. Assim, a VTP não só combate o tumor localmente, mas 

também pode promover uma resposta imunológica de longa duração contra o câncer, 
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potencialmente prevenindo a recorrência da doença. Atualmente, o VTP é apresentado como 

uma forma de imunoterapia. 

A aplicação da VTP no trato urinário humano era uma abordagem inédita até o início 

dos experimentos recentes. Primeiramente, um estudo pré-clínico utilizando modelos suínos, 

foi realizado focando na avaliação dos efeitos histológicos e fisiológicos da VTP nos ureteres 

e rins dos animais. Nesse estudo, os suínos foram submetidos à injeção intravenosa de WST11, 

seguida por uma sessão de iluminação com laser por um período de 10 minutos. O principal 

objetivo foi avaliar o impacto da terapia nos tecidos tratados e monitorar a evolução dos animais 

no período pós-operatório. Os resultados indicaram que a função renal e os níveis de 

hemoglobina permaneceram dentro dos limites normais após o tratamento (8) 

As análises histológicas retiradas dos animais desse experimento mostraram 

regeneração do urotélio superficial nas áreas tratadas, sem evidências de obstruções 

sintomáticas ou hidronefrose significativa após um período de quatro semanas. Esses achados 

comprovaram que a VTP é uma abordagem segura e eficaz para o tratamento de tumores no 

trato urinário, fornecendo base para seu potencial aplicação clínica em seres humanos e 

estabelecendo novas perspectivas para o manejo terapêutico dessa condição. 

Recentemente, um estudo de fase 1 da Terapia Fotodinâmica Vascular (VTP) com o 

fotossensibilizador WST11 (Tookad® Solúvel, Steba Biotech, França) para o tratamento do 

carcinoma urotelial foi publicado (41). Nesse estudo, 19 pacientes com carcinoma urotelial 

foram tratados com VTP e a segurança foi monitorada com foco em efeitos adversos. Esses 

efeitos foram predominantemente leves, sem eventos graves (Clavien >2) relacionados ao 

tratamento. A eficácia foi avaliada por biópsias e exames de imagem, revelando uma resposta 

positiva em alguns pacientes, com significativa redução do tamanho do tumor e resposta 

completa ou parcial em mais de 90% dos casos. Esses resultados iniciais indicam que a VTP é 

uma abordagem segura e promissora para o carcinoma urotelial, sugerindo a necessidade de 

estudos adicionais para validar a eficácia e refinar o protocolo de tratamento. 

2.5 Imunoterapia 

 

A terapia intravesical com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) para o câncer de bexiga foi 

introduzida por Morales, Eidinger e Bruce A. em 1976. Eles observaram que o BCG poderia 

induzir inflamação e ativar o sistema imunológico para combater células tumorais. Desde então, 
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o sucesso da imunoterapia com BCG no tratamento do carcinoma urotelial gerou interesse na 

investigação de outros agentes imunoterápicos para o tratamento desses tumores. 

Os checkpoints imunológicos são moléculas reguladoras que desempenham um papel 

crucial na modulação da resposta imune. Eles podem ser encontrados na superfície das células 

imunológicas, como os linfócitos T, e atuam como "interruptores" que podem ativar ou inibir a 

atividade dessas células. A função principal dos checkpoints imunológicos é garantir que a 

resposta imune seja equilibrada, evitando reações excessivas que podem levar a danos aos 

tecidos do próprio organismo. A avaliação do receptor PD-1 (Programmed Death-1) no 

tratamento do câncer de bexiga tem sido um campo ativo de pesquisa, especialmente com o 

desenvolvimento de inibidores desse checkpoint imunológico que visa melhorar a resposta 

imune antitumoral. Ensaios clínicos iniciais demonstraram que os inibidores de PD-1, como o 

pembrolizumab e o nivolumab, apresentaram uma resposta significativa em pacientes com 

câncer de bexiga avançado ou metastático. Em vários estudos, esses agentes mostraram taxas 

de resposta objetiva variando de 20% a 30%, com alguns pacientes apresentando respostas 

duradouras (42). Além disso, o uso desses agentes no câncer de bexiga superficial de alto grau, 

não responsivo ao BCG, também tem se mostrado eficaz, com taxa de resposta completa em 

torno de 19%, após um ano de seguimento.  

 Um alvo imunomodulador atraente é o receptor coestimulador de células T 

denominado OX40 (CD134). Ele é um membro da superfamília do receptor do fator de necrose 

tumoral (TNFRSF) que atua sobre as vias de sinalização de células T que promovem a 

sobrevivência, proliferação e produção de citocinas (13). O conceito de ativação de OX40 para 

o tratamento de câncer tem recebido atenção crescente devido à sua capacidade de melhorar a 

eficácia das respostas imunes contra células tumorais 

 Estudos pré-clínicos demonstraram que os anticorpos agonistas OX40 podem 

aumentar a imunidade antitumoral por meio da expansão das células T, levando a uma melhor 

sobrevida livre de progressão (14-17). O agonismo de OX40 demonstrou aumentar a eficácia 

dos inibidores de checkpoint em modelos de diferentes tipos de cânceres (18-21). 

Até o presente momento, nenhum ensaio clínico foi publicado avaliando a eficácia desse 

agente no tratamento do câncer urotelial em humanos. 
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2.5.1 Combinações de imunoterapia 

Estudos combinados mostraram respostas promissoras, mas também têm sido 

associados a um aumento na incidência de efeitos colaterais graves. A combinação de 

nivolumabe e ipilimumabe, por exemplo, demonstrou um benefício clínico em alguns pacientes 

com câncer de bexiga, embora o perfil de segurança precise ser cuidadosamente monitorado 

(42). 

A combinação de quimioterapia com inibidores de PD-1/PD-L1 também tem sido 

estudada em câncer de bexiga, com resultados que mostram uma capacidade da quimioterapia 

em sensibilizar o tumor à imunoterapia, embora mais uma vez, os efeitos colaterais e a eficácia 

precisam ser cuidadosamente avaliados. 

As combinações de imunoterapia têm o potencial de melhorar significativamente o 

tratamento do câncer de bexiga, oferecendo novas estratégias para superar a resistência ao 

tratamento e aumentar as taxas de resposta. No entanto, o desenvolvimento e a implementação 

dessas combinações exigem uma compreensão aprofundada dos mecanismos imunológicos 

envolvidos, bem como a gestão cuidadosa de efeitos colaterais e a seleção apropriada de 

pacientes. Esses ensaios clínicos contínuos são essenciais para validar a eficácia e a segurança 

dessas abordagens combinadas. 

2.6 Terapia fotodinâmica e imunoterapia 

 

A combinação da Terapia Fotodinâmica Vascular (VTP) com imunoterapia emergiu 

como uma abordagem inovadora no tratamento do câncer urotelial. Este método visa 

potencializar os efeitos antitumorais da VTP por meio da modulação do sistema imunológico, 

aproveitando as sinergias entre a destruição direta do tumor e a estimulação da resposta imune. 

Embora o VTP possa erradicar os tumores uroteliais, a taxa de cura no modelo de 

camundongo padrão é em torno de 30%. Para aumentar sua eficácia, o VTP foi combinado com 

inibidores de checkpoint imunológico capazes de induzir respostas imunológicas antitumorais 

por meio de uma reação inflamatória rápida e proeminente (10). A atividade do VTP com 

inibidores de checkpoint, como anti-PD-1 e anti-CTLA-4, foi demonstrada em estudos com 

animais, nos quais a taxa de resposta completa é superior a 40% (7, 11).  
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3. METODOLOGIA 

3.1 Aspectos Éticos 

Todos os procedimentos envolvendo animais estavam de acordo com as regras éticas 

do MSKCC, instituição em que foram realizados os procedimentos. O projeto e o protocolo 

deste estudo foram aprovados pelo Institutional Review Board e pelo comitê institucional de 

cuidados dos animais (APÊNDICE A) 

3.2 Cultura de células  

Para realização dos experimentos foi necessário o desenvolvimento de uma linhagem 

celular adequada para o estudo. A linha celular tumoral utilizada nos estudos foi a Murine 

Bladder 49 (MB-49). São células tumorais originadas em bexigas de camundongos machos 

C57BL/6, induzidas pela utilização de um carcinógeno aplicado intravesicalmente. As células 

MB-49 foram cultivadas em solução de Dulbecco’s modified eagle media, suplementado com 

solução de soro fetal bovino a 10%, penicilina/estreptomicina a 1% e piruvato de sódio a 0,1%.  

3.3 Geração de linha MB-49 expressando Luciferase 

Para geração de células MB-49, que expressam luciferase (MB-49-luc), foram 

utilizados genes de vírus de células estaminais de camundongo (MSCV) -puromicina-

Luciferase-GFP. O PMSCV-puro-Luciferase-GFP foi transferido para células de 

empacotamento retroviral pantropic GP2-293 (BD Biosciences, San Jose, CA), utilizando 

lipofectamina 2000 (Invitrogen, Grand Island, NY) e o retrovírus recolhido foi utilizado para 

infectar células MB-49. As células infectadas foram selecionadas com 0,5 μg/mL de 

puromicina (Invitrogen, Grand Island, NY) e o conjunto sobrevivente de células foi designado 

MB49/luciferase. A infecção foi realizada com 6 μg/mL de polibreno (Sigma, St. Louis, MO). 

3.4 Estudos in vivo 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de sete a oito semanas de idade 

(Taconic Farms) em todos os diferentes experimentos conduzidos (avaliação de tumor e de 

metástases pulmonares, sobrevida e citometria de fluxo). A escolha pela utilização de 

camundongos machos se deu em razão destes serem menos influenciados pelas oscilações 

hormonais em comparação com as fêmeas. Os camundongos da espécie C57BL/6 apresentam 
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sistema imune intacto e necessário para se testar os efeitos da imunoterapia. Além disso, a 

linhagem celular escolhida é proveniente desta espécie e a utilização de outra espécie poderia 

influir negativamente no desenvolvimento e uniformidade de crescimento dos tumores 

inoculados. 

 As células MB-49 marcadas com luciferase foram obtidas da American Type Culture 

Collection (ATCC; Manassas, VA) e cultivadas em meio RPMI suplementado com soro fetal 

de vitela a 10% (Life Technologies / Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Antes da 

implantação do tumor, os camundongos foram anestesiados com isoflurano inalado, meloxicam 

(2 mg / kg) e buprenorfina (0,5 mg / kg), e o cabelo e a pele sobre o flanco direito foram 

esterilizados usando uma solução de iodopovidona e álcool etílico. Células MB-49 (50.000 

células / µL) foram implantadas no flanco direito (Figura 1) 

Figura 1: Modelo tumoral subcutâneo usado no experimento 

 

 Quatorze dias após a implantação do tumor, os camundongos foram avaliados quanto 

à formação de tumor usando imagem de bioluminescência não invasiva- IVIS. As regiões de 

interesse das imagens exibidas foram desenhadas com base na intensidade do sinal e 

quantificadas usando o software Living Image versão 2.60. O sinal específico foi calculado 

como a razão entre o sinal bioluminescente na região de interesse e o sinal bioluminescente em 

uma região de fundo que não contém tumores. Quando o volume do tumor atingiu 

aproximadamente 100 mm3, os animais foram atribuídos aleatoriamente aos seguintes grupos 

de estudo: controles (n = 5), inibidor PD-1 (n = 5), agonista OX40 (n = 5), inibidor PD-1 e 

agonista OX40 (n = 10), VTP (n = 10), VTP e agonista OX40 (n = 10), VTP e inibidor PD-1 
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(n = 10) e VTP e agonista OX40 e inibidor PD-1 (n = 10) (Figura 2). Para comparação da 

sobrevida e crescimento do tumor, o experimento foi repetido duas vezes, exatamente no 

mesmo padrão, e os resultados foram reunidos para análise estatística. 

Figura 2: Divisão dos grupos do estudo 

 

 

 

3.4.1 VTP, administração dos imunoterápicos e acompanhamento tumoral 

 Quinze dias após a implantação do tumor, camundongos com tumor foram 

anestesiados por injeção intraperitoneal (ip) de uma mistura de ketamina (150 mg / kg de peso 

corporal) e xilazina (10 mg / kg) mais isoflurano inalado administrado por meio de um cone 

nasal bem ajustado. Após a injeção retro-orbital de WST11 (9 mg / kg de peso corporal), os 

tumores foram iluminados com luz 753 nM fornecida via laser de diodo com uma fibra final de 

600 μm (Biolitec, East Longmeadow, MA) por 10 min a 150 mW / cm2 (Figura 3).  
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Figura 3. Aplicação do VTP 

 

 Nos subgrupos de inibidores de PD-1, InVivoPlus anti-camundongo PD-1 CD279 - 

Clone: 29F.1A12 (250 mg / kg, Bioxcell, West Lebanon, NH) foi injetado por via 

intraperitoneal (IP) nos dias 1, 4, 7, 10 , 13 e 16 após VTP. Nos subgrupos de agonistas OX40, 

InVivoPlus anti-camundongo OX40 CD134 - Clone: OX-86 (500 mg / kg, Bioxcell, West 

Lebanon, NH) foi injetado IP em uma única dose no dia 1 após VTP. 

 Pelo menos uma vez por semana até 90 dias após o tratamento com VTP, o volume 

do tumor foi medido, a saúde dos animais foi verificada e a imagem de espectro IVIS foi 

realizada para monitorar o tumor local e a metástase pulmonar. Quando os tumores excederam 

2.000 mm3 ou metástases pulmonares foram demonstradas, os camundongos foram 

sacrificados por meio de 100% de dióxido de carbono a 5 PSI por um mínimo de 3 minutos. 

Essa prática de eutanásia está de acordo com os Métodos Recomendados para Animais de 

Laboratório do Centro de Recursos de Animais de Pesquisa de nossa instituição e com as 

Diretrizes da Associação Médica Veterinária Americana para a Eutanásia de Animais.  

3.4.2 Imagem luminescente 

 

Um dos desafios encontrados para monitorização do crescimento tumoral e 

desenvolvimento de metástases foi em relação a maneira como estas variáveis seriam 

monitoradas. Foi utilizada imaginologia bioluminescente para avaliar os camundongos dos 
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experimentos de avaliação de desenvolvimento de metástase e sobrevida. A opção pela 

bioluminescência se deu em razão de esta técnica refletir o número de células tumorais 

metabolicamente ativas e ser uma maneira objetiva de se mensurar o desenvolvimento de 

metástases pulmonares. 

A imagem foi realizada com câmera sensível e refrigerada (IVIS®, Xenogen). A 

imagem e a quantificação dos sinais foram controladas pelo software de aquisição e análise 

Living Image (Living Image® – Xenogen). Os camundongos foram anestesiados (1-2,5% de 

isoflurano) e receberam D-luciferina (PerkinElmer Inc.), uma dose de 3 mg por animal, por 

injeção retro-orbital para imagens in vivo. Após, os camundongos foram colocados dentro da 

caixa de câmara resistente à luz, com exposição contínua a 1-2% de isoflurano. Os tempos de 

imagem foram de 1 segundo a 2 minutos. Os níveis de luz emitidos pelos tumores 

bioluminescentes foram detectados pelo sistema de câmara IVIS, integrados e exibidos. As 

regiões de interesse (ROI) das imagens exibidas foram designadas em torno dos locais do tumor 

e do pulmão e quantificadas como ROI/segundo usando o software Living Image (FIGURA 4). 

Figura 4 

 

 

3.4.3 Imunohistoquímica 

 A imunohistoquímica (IHC) foi realizada para CD3, CD4, CD8 e OX40 (CD134). A 

IHC foi realizada em CD3, CD4 e CD8 usando um filtro automático Leica Bond RX com 

reagentes Bond (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL), incluindo um sistema de detecção de 
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polímero (DS9800, Novocastra Bond Polymer Refine Detection, Leica Biosystems). O 

cromógeno foi 3,3 diaminobenzidina tetracloreto (DAB), e os cortes foram contrastados com 

hematoxilina. A IHC foi realizada manualmente em OX40 (CD134) usando um sistema de 

detecção de avidina-biotina (Kit Vectastain Elite ABC HRP, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA). O cromógeno foi 3,3 diaminobenzidina tetracloreto (DAB), e os cortes foram contrastados 

com hematoxilina. Os detalhes de cada marcador são mostrados na Figura 5. 

 As lâminas foram digitalizadas usando um scanner digital Pannoramic Flash 250 

(3DHistech, Budapeste, Hungria) e uma objetiva Zeiss 20x / 0.8NA. As regiões de tecido 

relevantes foram denotadas e analisadas usando o Pannoramic Viewer (3DHistech, Budapest, 

Hungary). A coloração de CD3, CD4, CD8 e OX40 foi quantificada dentro dos tumores por 

contagem manual de células positivas dentro de regiões definidas. 

Figura 5 – Histologia: imunohistoquimica  

 

 

3.4.4 Experimento para avaliação de sobrevida 

Os camundongos foram mantidos vivos por 90 dias. As mortes por metástases ou 

quando os tumores ultrapassassem o limite estabelecido pelo protocolo (2000 mm3), foram 
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consideradas morte por câncer. A imagem bioluminescente foi realizada antes dos animais 

serem sacrificados. 

3.4.5 Citometria de fluxo 

 As suspensões de células únicas foram preparadas a partir do baço, nódulos linfáticos 

ou tumores após dissociação mecânica e passagem por um filtro de náilon de 40 µm. Para todos 

os experimentos de citometria de fluxo, as suspensões de células únicas foram mantidas em 

tampão de citometria de fluxo (PBS, 2% FBS) e bloqueadas com CD16 / 32  anti-camundongo 

por 15 min a 4 ⁰C antes de incubar com os coquetéis de anticorpos apropriados no escuro por 

30 min a 4 ⁰C. A coloração intracelular foi realizada usando reagentes Cytofix / Cytoperm (BD 

Biosciences, Catálogo No 554714) de acordo com as instruções do fabricante. Os anticorpos 

usados para o painel mieloide incluem CD45.2-FITC (BD 553772), CD11c-PE (BD 557401), 

CD8a-PE-Texas Red (Life Technologies MCD0817), Ly6G-PerCP-Cy5.5 (BD 560602), Ly6C 

-PE-Cy7 (5236982), MHC II-eFluor450 (eBioscience 48-5321-82), CD86-APC (BD 558703), 

CD11b-APC / eFluor 780 (eBioscience 47-0112-82). Os anticorpos usados para o painel de 

ativação de células T incluem Ki67-FITC (eBioscience 11-5698-82), CD62L-PE (BD 553151), 

GrzB-PE / Dazzle 594 (Biolegend 372216), CD8a-PerCP-Cy5.5 (BD 551162), CD44-PE / Cy7 

(Biolegend 103030), CD4-V450 (BD 560468), Foxp3-APC (eBioscience 17-5773-82), 

CD45.2-Alexa Fluor700 (eBioscience 56-0454-82), CD25-APC / Cy7 (BD 557658). Ambos os 

painéis também incluem corante de viabilidade fixável eBioscience-eFluor506 (ThermoFisher 

65-0866-14). As células foram quantificadas usando um analisador LSRFortessa (BD 

Biosciences, San Jose, CA) equipado com lasers de excitação de 350 nm, 405 nm, 488 nm, 561 

nm e 640 nm.  

 Os dados foram coletados usando o software BD FACS Diva (BD Biosciences) e 

analisados usando o software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, EUA). Durante a aquisição, um 

portão CD45 + vivo foi definido de acordo com os parâmetros de dispersão, vivo / morto e 

coloração CD45. Um mínimo de 1-4 x105 células CD45 + vivas foram adquiridas por amostra. 

A compensação foi definida usando esferas UltraComp (ThermoFisher Scientific, Cat No 01-

2222-41) coradas com fluorocromos individuais e células coradas com corante vivo / morto. 

As matrizes de compensação foram calculadas e aplicadas usando o software FlowJo. As 

células não coradas foram adquiridas para cada tipo de tecido analisado e os controles de 

fluorescência menos um (FMO) foram usados para permitir a distinção entre populações de 

células coradas positivamente e negativamente. 
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3.5 Análise estatística 

A análise comparativa das medidas e sinal pulmonar no dia do sacrifício foi realizada 

com o teste de Mann-Whitney. Este método também foi empregado para comparar os resultados 

do experimento de citometria de fluxo. As variáveis avaliadas nestes experimentos são 

contínuas e a distribuição no gráfico não seguia a distribuição normal, o que justificou a 

utilização do teste em questão. A comparação entre o sinal médio pulmonar, em diferentes 

tempos, foi realizada com teste de ANOVA. Este método foi o escolhido, pois foram avaliadas 

diferentes curvas de diferentes grupos, associando variáveis categóricas e contínuas. O teste de 

Kruskal-Wallis foi usado para avaliar as diferenças entre todos os grupos, onde as distribuições 

das variáveis não eram gaussianas.  

A sobrevida foi traçada utilizando o método de Kaplan-Meier e as diferenças na 

sobrevida entre os grupos foram comparadas aplicando o teste de log-rank. Este teste foi 

utilizado, pois houve a comparação de sobrevida de dois grupos e um entre os grupos 

apresentava a sua população já em óbito, apresentando um desvio para a direita. Para as 

avaliações estatísticas utilizou-se o software GraphPad Prism (GraphPad Prism® (GraphPad 

Software, San Diego, CA).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Resposta do tumor primário e sobrevida 

 A combinação de inibidor de PD-1 com agonismo de OX40 e terapia VTP suprime o 

crescimento do tumor e prolonga a sobrevida (Gráficos 1, 2 e 3) 

 Para avaliar o efeito terapêutico antitumoral da combinação do tratamento de VTP 

com a imunoterapia, camundongos com aloenxerto MB-49 foram tratados com VTP no dia 15 

após a implantação do tumor e injetados no dia seguinte com anticorpos agonistas OX40 e 

inibidores de PD-1, conforme descrito acima. Cinco de 80 camundongos (6,25%) tratados com 

VTP morreram nas primeiras 72 horas, relacionados à toxicidade de VTP, e foram excluídos 

do estudo. Em comparação com os controles, os grupos de agentes imunomoduladores sem a 

terapia focal por VTP (apenas agonista OX40, apenas inibidor de PD-1 e dupla combinação: 

PD-1 e OX-40) não atrasaram significativamente o crescimento (Gráfico 1a). Já o tratamento 

com VTP reduziu o crescimento do tumor em comparação ao controle e os grupos tratados 

apenas com imunoterápicos (gráfico 1b). Quatorze dias após a ablação com VTP, 42% (8 de 

19) dos camundongos não exibiram tumores (p = 0,04). Enquanto o tratamento com agente 

único (inibidor de PD-1 ou agonista OX-40) apresentou um efeito bem limitado, um 

camundongo (10%) no grupo tratado com ambas as drogas apresentou regressão tumoral 

completa e sobreviveu até o final do estudo (Gráfico 2). A combinação de VTP com inibidor 

de PD-1 e agonista OX40 (VPO) reduziu a carga tumoral em comparação com camundongos 

tratados apenas com VTP ou VTP associado a um único agente (p <0,0001). O tratamento com 

VPO aumentou significativamente a sobrevida para 60% em 90 dias em comparação com 25% 

em camundongos tratados com VTP sozinho, 31,25% naqueles que receberam VTP e inibidor 

de PD-1, 20% para VTP e agonista OX40 (p <0,0001). Todos os animais não tratados com 

VTP, exceto um no grupo OX40 + PD1, morreram cerca de 50 dias após a injeção de células 

tumorais (Gráfico 2). 

 Embora o tratamento com VTP tenha meelhorado significativamente as taxas de 

resposta do tumor primário, ele não preveniu a disseminação metastática pulmonar (Gráfico 3), 

sugerindo mecanismos de escape adicionais. Entre a coorte final de 60 camundongos que foram 

submetidos ao estudo de imagem IVIS, 10 (16,6%) tiveram metástases pulmonares detectadas 

por imagens de bioluminescência. Os únicos grupos sem um sinal pulmonar positivo foram os 

animais pertencentes ao grupo VPO e OX40 com inibidor de PD-1. Apesar de nenhuma 
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diferença estatística demonstrada, provavelmente devido ao pequeno número de metástases 

(limitação do modelo), este achado interessante sugere que a adição de ambos os agentes 

imunomoduladores ao tratamento com VTP pode ajudar a proteger contra metástases e 

corrobora com o aumento significativo da sobrevida no grupo VPO em relação aos demais 

grupos. 

Gráfico 1a 

 

Gráfico 1b 
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Gráfico 2 

 

                                                           Days 

Gráfico 3 
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4.2 Resposta imunológica do tumor primário: linfócitos  

 

  A terapia combinada com VTP seguida por inibidor de PD-1 e tratamento com 

agonista OX40 aumenta a infiltração de células T no tecido tumoral urotelial (Gráficos 4a e 

4b). 

 Como o objetivo da imunoterapia contra o câncer é eliciar respostas de células T 

específicas fortes e duráveis capazes de eliminar os tumores malignos, comparamos o 

recrutamento de células T entre os grupos de tratamento no dia 7 após o tratamento com VTP 

por citometria de fluxo multicolorida. Como observado em controles, esses tumores 

normalmente contêm poucas células T CD8 + e CD4 + e abundantes células Treg CD4 + Foxp3 

+ CD25 + (Gráfico 4a). Após o tratamento com VTP, CD4 + e CD8 + diminuíram. De acordo 

com a resposta terapêutica observada após tratamento combinado de VTP com agonista de 

OX40 / inibidor de PD-1, esta combinação levou a um aumento nas células T CD8 + e CD4 + 

intratumorais em comparação com VTP sozinho, no setimo dia pós-tratamento (Gráfico 4b). A 

imunohistoquímica nesse dia confirmou a presença de altos números de linfócitos T CD8 + e 

CD4 + em tumores tratados com VPO comparados com o grupo VTP sozinho. A quantificação 

da intensidade do sinal de CD4 e CD8 em tumores indicou que esse aumento foi significativo 

(p <0,01; Gráfico 2b). O exame cuidadoso das secções do tumor revelou que a maioria das 

células T infiltrantes foram recrutadas na periferia do tumor.  

 À luz desses dados, caracterizamos ainda os fenótipos de células T CD8 + e CD4 +. 

Descobrimos que ambas as populações de células T CD8 + e CD4 + eram mais proliferativas 

no sétimo dia (5 a 10 vezes) nos camundongos tratados com VPO em comparação com VTP 

sozinho (conforme evidenciado pela abundante co-expressão do marcador de proliferação Ki67 

– Gráfico 2b). Também observamos um aumento significativo da expressão de proliferação 

(Ki67) dentro da população CD45 + em tumores tratados com VPO (p <0,01, Gráfico 4b). Esses 

marcadores de proliferação celular podem ser usados como substitutos para a ativação de 

células T, uma vez que a ativação é necessária para a proliferação. Em seguida, avaliamos a 

expressão da granzima B, que está associada à atividade citotóxica das células T CD8 +. A 

expressão de Granzima B foi regulada positivamente na população CD8 + de tumores tratados 

com VPO em comparação com tumores tratados com VTP apenas (Grafico 4b). 
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 No geral, o aumento na infiltração e proliferação de linfócitos T CD8 + e CD4 + e a 

ativação de células T CD8 + citotóxicas associadas à combinação de agonista OX40 e inibidor 

de PD-1 com VTP indicam que esta abordagem terapêutica promove imunidade antitumoral 

Gráficos 4a e 4b: Citometria: Avaliação do perfil de linfócitos T nos grupos controles e 

tratados por VTP 

 

 

4.3 Resposta imunológica ao tumor primário: imunossupressão 

 A imunoterapia combinada com inibidor PD-1 / agonista OX40 diminui a 

imunossupressão em tumores tratados com VTP (Gráfico 5). 

 Avaliamos a eficácia dos inibidores de PD-1 combinada com ativação do 

coestimulador OX40 no bloqueio da imunossupressão em aloenxertos MB-49, quantificando 

populações de células regulatórias, incluindo células T regulatórias (Tregs), células supressoras 

derivadas de mieloide (MDSCs) e macrófagos associados a tumores (TAMs). A adição de 

bloqueio de PD-1 e ativação de OX40 ao VTP reduziu o número de Tregs em tumores no sétimo 

dia pós-VTP . Os tumores tratados com VPO continham drasticamente menos Tregs em 

comparação com os controles e aqueles tratados com VTP apenas. Além disso, descobrimos 

que os TAMs foram significativamente reduzidos em tumores tratados com VPO em 

comparação com tumores tratados com VTP, enquanto as DCs com apresentação cruzada de 

CD8 + CD11c + foram significativamente elevadas em tumores tratados com VPO em 
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comparação com VTP sozinho ou imunomoduladores (agonista OX40 e inibidor PD-1) sem 

VTP (Gráfico 5; p <0,01). No geral, essas descobertas sugerem que a combinação da inibição 

de PD-1 e ativação de OX40 com VTP reduz o número de células imunossupressoras. Como a 

depleção de Tregs foi correlacionada com respostas antitumorais aumentadas, isso está de 

acordo com nossos achados de aumento do acúmulo de células T intratumorais e maior 

sobrevida nos camundongos tratados com VPO. 

Gráfico 5: Citometria: painel de células imunossupressoras 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Nosso estudo destaca a imunoterapia combinada como um meio potencial para 

aumentar a eficácia do tratamento com VTP. Nós mostramos que essa combinação reduz a 

carga do tumor e aumenta a sobrevida em um grau maior do que VTP ou os imunomoduladores 

sozinhos em um modelo animal de câncer urotelial. Demonstramos ainda que esses efeitos 

antitumorais ocorrem principalmente de uma maneira dependente de células T, ou seja, 

enriquecimento de células T citotóxicas e auxiliares na área do tumor e depleção de células 

Treg. Esse efeito levou ao aumento de células T intratumorais e ao aumento da sua proliferação. 

A combinação tripla também atua por meio de um mecanismo independente de células T para 

promover imunidade antitumoral, pois reduz o número de MDSCs intratumorais. A eficácia 

desta combinação se encaixa bem com evidências anteriores mostrando que os cânceres 

uroteliais são doenças malignas altamente imunogênicas. Essa imunogenicidade é conhecida 

há décadas, desde a descoberta de que o bacilo Calmette-Guerin retarda o crescimento do câncer 

de bexiga ao invocar a atividade imunológica (22). Da mesma forma, os inibidores de 

checkpoint imunológico têm se mostrado benéficos como terapia de resgate no câncer urotelial 

metastático (23-27). As respostas imunológicas também estão correlacionadas com a 

agressividade dos tumores mesmo na ausência de imunoterapias, uma vez que o número de 

células T CD8 + foi recentemente descrito como um preditor de sobrevivência no carcinoma 

invasivo muscular e urotelial avançado (28,29). 

 O benefício de combinar VTP com bloqueio de PD-1 / PD-L1 e agonismo de OX40 

(VPO) pode se estender a outros cânceres. O’Shaughnessy et al. mostraram recentemente que 

adicionar anti-PD-1 ou anti-PD-L1 ao VTP reduz a metástase e melhora a sobrevida num 

modelo animal de cancer renal (11). Assim como Preise et al., que mostraram que o VTP induz 

imunidade antitumoral com reação cruzada entre cânceres de cólon e mama (10). 

 Nosso estudo expande o conjunto de terapias com as quais o agonismo de OX40 

demonstrou ter um efeito adicional. Os anticorpos estimuladores de OX40 mostraram aumentar 

a eficácia de vários tratamentos que estimulam indiretamente as respostas imunes, incluindo 

dasatinibe (em um modelo de tumor de mastocitoma mutante c-KIT P815 (30), dabrafenibe e 

trametinibe (em BRAFV600E - melanoma mutante) (31) e radioterapia (32-34). 
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 Descobrimos que a combinação de VTP mais inibição de PD-1 mais tratamento com 

agonista OX40 (VPO) inibe a supressão imunológica, reduzindo a prevalência intratumoral de 

células T reguladoras (Tregs), macrófagos associados a tumor (TAMs) e, especialmente, células 

supressoras derivadas de mieloide (MDSCs). Os MDSCs têm sido o foco de intensa pesquisa 

nos últimos anos; um grande número dessas células imunossupressoras tem sido correlacionado 

com a agressividade tumoral e mau prognóstico, incluindo no câncer urotelial (35,36). Nosso 

laboratório demonstrou recentemente que alvejar MDSCs usando anti-CSF1R em combinação 

com VTP não só diminuiu o número de MDSCs e TAMs intratumorais, mas também aumentou 

a infiltração de células T CD8 +, diminuindo o crescimento do tumor e melhorando a sobrevida 

geral em um modelo de câncer de próstata (37). Assim sendo, a redução de TAMs e MDSCs 

pela combinação VPO pode ter sido um fator chave para sua eficácia no nosso estudo. 

   O forte recrutamento de células T induzido pelo tratamento com VPO é um achado 

importante de nosso estudo. Assim, a adição de VTP pode superar uma limitação dessas 

imunoterapias, que geralmente são mais eficazes em camundongos com pequenos tumores. 

Este efeito nas células T confirma a postulação de Aspeslagh et al., de que as terapias que 

aumentam a liberação do antígeno, um efeito conhecido do VTP (38), poderiam melhorar a 

potência da estimulação OX40 (13). Especulamos que a resposta inflamatória aguda induzida 

pelo VTP atua como um impulsionador imunológico, liberando antígenos aos quais reagem 

com as células T estimuladas e desinibidas pela imunoterapia. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 Em síntese, fornecemos evidências de que o agonismo de OX40 associado a 

imunoterapia com inibidor de PD-1 é uma abordagem valiosa que melhora a eficácia de VTP 

em um modelo de câncer urotelial. A manipulação simultânea dessas duas vias imunes 

maximiza a eficácia do VTP no controle local do tumor e melhora a sobrevida. Este estudo, 

portanto, indica que a adição de imunoterapia ao tratamento com VTP é uma estratégia 

terapêutica eficaz para reduzir a imunossupressão no microambiente tumoral e, em última 

análise, aumentar a imunidade antitumoral 
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APÊNDICE A– Protocolo e projetos aprovados pelo “ Institutional Review Board”  e 

“Animal Model of Vascular Targedted Phototherapy” 
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APÊNDICE B- Estadiamento dos tumores Uroteliais  
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APÊNDICE C- Classificação Clavien-Dido de complicações cirúrgicas 
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ANEXOS – Artigos publicados relacionados à pesquisa apresentada na tese.  
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