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AVALIAGAO DA SEGURANGA E VIABILIDADE DA ELETROQUIMIOTERAPIA
COMO TRATAMENTO LOCAL DE NEOPLASIAS DE BEXIGA EM CAES.

RESUMO - O tratamento local do carcinoma urotelial (CUT) canino representa
um desafio na medicina veterinaria, uma vez que mais de 90% desses tumores séo
classificados em sua forma invasiva e surgem em regides de dificil abordagem
cirargica. Assim, novas terapias sdo necessarias para um controle local efetivo dessas
neoplasias. Neste estudo retrospectivo objetivou-se avaliar a segurancga e viabilidade
da eletroquimioterapia (EQT) como tratamento unico no controle local do CUT vesical
canino, e de forma secundaria, determinar a eficiéncia da técnica sobre esses
tumores. Para tanto, foram selecionados de forma retrospectiva 21 cdes com o
diagnodstico histopatoldégico de CUT tratados com EQT associada a bleomicina
intravenosa, a partir dos registros clinicos do centro oncologico Vet Cancer (Sao
Paulo, SP, Brasil). A resposta local ao tratamento foi classificada em resposta
completa (RC), resposta parcial (RP), doenca estavel (DE) ou doenga progressiva
(DP). A toxicidade local e eventos adversos foram avaliados a cada retorno e
graduados de acordo com a escala de toxicidade do “Veterinary Cooperative Oncology
Group” (VCOG). Os dados obtidos foram analisados através do pacote estatistico SPS
Statistics 25, com intervalo de confianga de 95% (P < 0.05). Dados demograficos,
estadio T, escore VCOG, causa do obito e recidiva foram apresentados de forma
descritiva e, quando aplicavel, com média e desvio padrdo. As variaveis de tempo de
sobrevida e duragdo de resposta ao tratamento foram comparadas por testes
especificos para verificar se o0 numero de sessdes, o tipo de resposta ou a ocorréncia
de recidiva exerceram influéncia nessas variaveis. 90,4% dos caes deste estudo foram
classificados em estadio T2 e, na avaliagao histopatoldgica trans-operatéria, nenhum
animal apresentou infiltragdo tumoral em camada serosa. Nenhum animal veio 6bito
durante a EQT ou no pds-operatorio imediato. A maioria dos caes desenvolveram
efeitos adversos leves (19/21), sendo classificados com escore VCOG = 1. Dois
pacientes foram classificados com VCOG = 3, devido ao desenvolvimento de estenose
ureteral. O numero de sessdes de EQT realizadas variou entre uma a trés sessoes,
sendo a média do intervalo entre a primeira e segunda sessao de 52 dias e entre a
segunda e terceira sessao de 45 dias. A resposta objetiva alcangada foi de 100% (RC
- 13 caes; RP — 5 cées). A RC foi obtida na primeira sessado para a maioria dos
pacientes que a alcancaram (10/13), com apenas um paciente necessitando de trés
sessdes para a RC. O tempo médio de sobrevida (TMS) e a duracdo média de
resposta (DMR) obtidos nesse estudo foram de 419 e 370 dias, respectivamente. A
taxa de recidiva foi de 38,4% (5/13), e a ocorréncia da mesma néo influenciou a DMR
dos pacientes (P=0,983). O TMS e a DMR nao diferiram estatisticamente (P=0,208 e
P=0,924, respectivamente) entre os caes de acordo com o tipo de resposta (RP ou
RC). Por fim, o numero de sessdes também nao pareceu influenciar o TMS e a DMR
dos pacientes, com P<0,05 para os grupos 1S, 2S e 3S. Nesse estudo, a EQT foi bem
tolerada nos caes com CUT, demonstrando ser uma técnica segura e viavel, sendo
0s principais critérios de seguranga a auséncia de infiltragdo tumoral em serosa,
avaliada através da analise histopatoldgica, e a monitoracéo constante do paciente no
pos-operatorio.

Palavras-chave: carcinoma urotelial; cdo; eletroporagao; oncologia comparada.



EVALUATION OF THE SAFETY AND FEASABILITY OF
ELECTROCHEMOTHERAPY AS LOCAL TREATMENT OF BLADDER
NEOPLASMS IN DOGS.

ABSTRACT - The local treatment of the canine urothelial carcinoma (UTC) is a
challenge in the veterinary oncology field, as more than 90% of these tumors are
classified in their invasive presentation and develop in locations within the bladder that
are difficult to surgically approach. Thus, new therapies are necessary for an effective
local control of these neoplasms. This retrospective study aimed to evaluate the safety
and feasibility of electrochemotherapy (ECT) as a single treatment in the local control
of vesical UTC, and secondarily, determine the efficacy of this therapy on these tumors.
Therefore, 21 dogs with the histopathological diagnosis of CUT, treated with EQT with
intravenous bleomycin, were retrospectively selected from the clinical records of the
Vet Cancer oncology center (Sdo Paulo, SP, Brazil). Local response to treatment was
classified as complete response (CR), partial response (PR), stable (SD) or
progressive disease (PD). Local toxicity and adverse events were evaluated at each
follow-up and graded accordingly the Veterinary Cooperative Oncology Group (VCOG)
toxicity scale. The data obtained were analyzed using the SPS Statistics 25 statistical
package, with a confidence interval of 95% (P < 0.05). Demographic data, T stage,
VCOG score, cause of death and recurrence were presented descriptively and, when
applicable, with mean and standard deviation. Variables analyzed with relation to
survival time and duration of response included number of ECT sessions, type of
response and developmente of recurrence. 90.4% of the dogs in this study were
classified in stage T2 and, in the intraoperative histopathological evaluation, none of
the animals presented tumor infiltration in the serous layer. No patient died during EQT
or postoperatively. Most dogs developed mild adverse effects (19/21) and were
classified with a VCOG score = 1. Two patients were classified with a VCOG = 3, due
to the development of ureteral stricture. The number of EQT sessions performed
ranged from one to three sessions, with the average interval between the first and
second session of 52 days and between the second and third session of 45 days. The
overall objective response achieved was 100% (RC - 13 dogs; PR - 5 dogs). CR was
achieved in the first session for the majority of patients who achieved it (10/13), with
only one patient requiring three sessions for CR. The overall median survival time
(MST) and median duration of response (DOR) obtained in this study were 419 and
370 days, respectively. The recurrence rate was 38.4% (5/13), and its occurrence did
not influence the DOR of patients (P=0.983). TMS and DOR did not differ statistically
(P=0.208 and P=0.924, respectively) between dogs according to the type of response
(PR or CR). Finally, the number of sessions also did not seem to influence the patients'
MST and DOR, with P<0.05 for the 1S, 2S and 3S groups. In this study, EQT was well
tolerated in dogs with CUT, demonstrating to be a safe and feasible technique, with
the main safety criteria being the absence of tumor infiltration in serosa, evaluated by
histopathological analysis, and constant monitoring of the patient in the postoperative
period.

Keywords: comparative oncology; dog; electroporation; urothelial carcinoma.
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1.  INTRODUGAO

O carcinoma urotelial (CUT), também conhecido como carcinoma de células
transicionais, é a neoplasia maligna de vesicula urinaria de maior incidéncia na
espécie canina. A cada ano, é esperado que o CUT acometa mais de 50.000 caes
nos Estados Unidos, representando cerca de 2% de todas as neoplasias
diagnosticadas nessa espécie (Knapp et al., 2014; Sommer et al., 2018). Os tumores
em bexiga podem ser classificados em trés diferentes estadios, de acordo com o grau
de invasdo em parede vesical, com cerca de 90% dos cades acometidos pelo CUT
apresentando o tumor na forma musculo-invasiva (Argyle; Hayes, 2008; Pompeo et
al., 2008; Sommer et al., 2018).

No interior da bexiga, a localizagdo mais comum para o surgimento dessa
neoplasia € em regido de trigono vesical, havendo invasao uretral em mais de 50%
dos casos, o0 que torna sua exeérese cirurgica complexa e muitas vezes inviavel. Nestes
casos, a cistectomia total pode ser realizada, no entanto, € um procedimento complexo
com alto risco de complicagdes importantes no pds-operatério, comprometendo a
qualidade de vida de grande parte dos pacientes (Patrick et al., 2006; Knapp et al.,
2014; Fulkerson; Knapp, 2020). E ainda, mesmo quando possivel a ressec¢&o tumoral
com preservacado da bexiga, por meio da cistectomia parcial, as taxas de recidiva
ainda s&o altas (Marvel et al., 2017; Bradburry et al., 2021).

Diante disso, o tratamento medicamentoso com agentes quimioterapicos e
AINEs ¢ a abordagem terapéutica preconizada na maioria dos casos, proporcionando
controle da doenga com qualidade de vida por até um ano apos o diagndstico. No
entanto, as respostas sao temporarias e as taxas de remissao variam entre 35-50%,
quando os farmacos sdo administrados em conjunto (Knapp et al., 2013; Arnold et al.,
2011; Knapp et al., 2016; Fulkerson e Knapp, 2020).

Em humanos, o CUT surge em sua forma ndo-invasiva e de baixo grau em
cerca de 75% dos casos, ndo havendo predilegdo quanto ao sitio anatomico,
permitindo assim tratamentos locais mais eficazes. No entanto, mesmo com a

ressecc¢ao tumoral completa, ainda ha uma taxa importante de recidiva, assim como



ocorre em caes, e maior probabilidade de progresséo para o CUT invasivo (Van de
Bosch et al., 2011; Sylvester et al., 2021).

Diante dos desafios enfrentados no controle local dessa neoplasia, a busca por
novas abordagens terapéuticas é necessaria, em ambas espécies. Diversas
similaridades entre o CUT invasivo canino e humano vém sendo descritas em
diferentes estudos, principalmente quanto ao comportamento biologico, aspectos
histopatoldgicos, resposta a terapia e indices de recidiva. Nesse contexto, estudos
clinicos que utilizam o cdo como modelo animal para o estudo do CUT invasivo
humano, proporcionam beneficios para ambos (Knapp et al., 2020; Tsamouri et al.,
2021).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos na busca por alternativas
terapéuticas que sejam mais efetivas e seguras para o CUT canino, destacando-se
aqueles que investigam terapias-alvo, epigenética, quimioterapia metronémica e a
eletroquimioterapia (Hahn et al., 2012; Schrempp et al., 2013; Knapp et al., 2014;
Rangel et al., 2018; Rossman et al., 2020).

A eletroquimioterapia (EQT) representa uma terapia local, ndo-invasiva, de
simples execugao e com poucos efeitos adversos. Seu uso € indicado principalmente
em tumores que possuem limitagdes na sua ressecgao cirurgica completa, devido a
localizagdo, tamanho ou numero de lesbes. Essa técnica vem demonstrando
significativa eficacia antitumoral em diversos tipos tumorais na espécie humana e
canina, incluindo o melanoma, sarcoma, mastocitoma, carcinoma de células
escamosas, carcinomas nasais e, ainda de forma experimental, em carcinomas
vesicais (Spugnini et al., 2006; Maglietti et al., 2017; Probst et al, 2018; Rangel et al.,
2018; Simcic et al., 2021). Assim, diante dos desafios no tratamento do CUT canino,
a EQT surge como uma potencial modalidade terapéutica local para esses pacientes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Neoplasias de bexiga

As neoplasias do trato urinario em caes podem se desenvolver em regidao de

rins, bexiga, ureteres, uretra ou prostata. No entanto, a bexiga é considerada o 6rgao



mais frequentemente acometido pelo cancer, representando cerca de 1-2% de todos
os tumores malignos diagnosticados em cées (Knapp et al., 2000; Fulkerson e Knapp,
2020). A prevaléncia das neoplasias de bexiga em hospitais universitarios
estadunidenses e canadenses tem crescido de forma significativa nos ultimos 30
anos, sendo esperado que mais que 50.000 caes sejam acometidos pela doenca a
cada ano (Knapp et al., 2014). No cenario brasileiro, no entanto, essa prevaléncia
ainda nao é conhecida.

O carcinoma urotelial (CUT) representa o tipo neoplasico mais comum que
afeta a bexiga de cées e seres humanos, sendo um tumor de carater maligno com
origem nas células epiteliais transicionais desse 6rgéo (Burger et al., 2013; Fulkerson
e Knapp, 2020). Outras neoplasias malignas que podem se desenvolver na bexiga de
cdes, de forma mais rara, incluem: carcinomas de células escamosas,
adenocarcinomas, carcinomas uroteliais plasmocitdides e tumores neuroenddécrinos
(De Brot et al., 2018).

Essa neoplasia pode ser classificada de acordo com seu grau de infiltragdo
em parede vesical, assim como pela sua apresentagdo macroscépica. Em caes, a
maioria dos tumores sdo de carater infiltrativo e de grau intermediario a alto, sendo
classificados em estadio T2 e T3 (> 90% dos casos) e denominados de CUT invasivo
ou musculo-invasivo. Sua apresentagcédo superficial de baixo grau (estadio T1), no
entanto, € incomum nessa espécie (Valli et al., 1995; Patrick et al., 2006). Em
contrapartida, em humanos, a maioria dos casos de CUT compreendem a sua forma
nao invasiva de baixo grau, representando cerca de 75% dos casos (Van Den Bosch
et al., 2011).

Quanto a sua apresentagcdo macroscopica, o CUT pode ser classificado em
papilar ou ndo-papilar. A apresentagao n&o-papilar € caracterizada por tumores planos
ou endofiticos, considerada mais comum em cées. No estudo de De Brot et al. (2018),
os tumores vesicais nao papilares e planos foram 30 vezes mais associados a invasao
muscular do que os tumores papilares e, de forma geral, sdo associados a doenga em
sua forma mais agressiva, em caes e humanos.

O desenvolvimento de metastases ocorre em aproximadamente 16% dos
cdes com CUT invasivo no momento do diagnostico e em mais de 50% no momento

do o6bito. Segundo o estudo de Knapp et al. (2014), no qual foram realizadas



necropsias em 137 caes com CUT invasivo, 58% possuiam metastases a distancia e
42% em linfonodos regionais. O pulm&o foi considerado o sitio metastatico mais
comum (50%), seguido pelos ossos (11%) e figado (7%). Focos metastaticos também
podem surgir em parede abdominal por implantagdo de células neoplasicas apés
manipulagdo com instrumentais cirurgicos contaminados (Higuchi et al. 2013). Em
humanos com CUT invasivo, os sitios metastaticos sdo similares aos descritos em
cées (Wallmeroth et al. 1999).

2.2. Etiologia

A etiologia do CUT n&o é totalmente conhecida, no entanto, estudos sugerem
causa multifatorial, incluindo fatores genéticos e ambientais. Existe uma significativa
predisposi¢ao racial ao desenvolvimento dessa neoplasia (Tabela 1), principalmente
de caes da raca Terrier Escocés, que possuem um risco cerca de 18 vezes maior que
as demais ragas. Outras racas também predispostas incluem o Terrier Branco das
Terras Altas Ocidentais, Pastor de Shetland e Beagle, que estdo sob um risco de 3-5
vezes maior que as demais ragas. Ainda, € constatado que caes de ragas predispostas
desenvolvem a doenga mais precocemente (média de 9 anos) e em sua apresentagéo
mais agressiva (Fulkerson e Knapp, 2015; Carvalho et al., 2016; De Brot et al., 2018;
Grassinger et al., 2019).



Tabela 1. Relagao de risco de desenvolvimento de CUT associado a raga.

Raca Razao de
probabilidade
Terrier Escocés 18.09
Pastor de Shetland 4.46
Beagle 415
Fox Terrier Wire-Haired 3.2
Terrier Branco das Montanhas Ocidentais 3.02
Schnauzer Miniatura 0.92
Poodle Miniatura 0.86
Doberman Pinscher 0.51
Labrador Retriever 0.46
Golden Retriever 0.46
Pastor Aleméao 0.40

(Adaptado de Knapp, 2000)

Em geral, essa neoplasia possui maior incidéncia em cées idosos, com idade
meédia de 11 anos ao diagnostico. Fémeas estdo sob maior risco que os machos, com
proporgao de género variando de 1.71:1 a 1.95:1. A incidéncia € mais elevada em
cées castrados, independente do género (Knapp et al., 2014; De Brot et al., 2018). Os
humanos afetados pelo CUT se encontram em faixa etaria média correspondente a
canina (> 65 anos), no entanto, os homens sdo mais comumente afetados que as
mulheres (2.8:1) (Burger et al., 2013).

Outros fatores de risco incluem a exposicdo a produtos inseticidas,
agrotoxicos, obesidade e exposicao a ciclofosfamida (Fulkerson e Knapp, 2020). Com
relagdo aos fatores ambientais, Glickman et al. (1989) demonstraram que o CUT
canino possui uma associagao significativa com a aplicagéo tépica de repelentes para
mosquitos e carrapaticidas, sendo esse risco maior em caes em sobrepeso ou obesos.
Tal predisposicdo de caes obesos ao CUT pode ser explicada pela capacidade do
tecido adiposo em armazenar determinados componentes quimicos dos inseticidas,
que sdo em sua maioria lipofilicos, prolongando assim a exposigdo do organismo a
esses carcindgenos.

A exposicdo a ambientes tratados com herbicidas (em campos, gramados e
plantacdes) tem sido associada a um risco significativo de desenvolvimento do CUT



vesical, em cades e humanos (Glickman et al., 2004; Koutros et al., 2016). Em 2004,
Glickman e colaboradores realizaram um estudo com caes da raca Terrier Escocés e
a exposicao a herbicidas e inseticidas, em que concluiram que os cées expostos a
esses compostos quimicos apresentaram risco significativamente maior do que
aqueles que nunca foram expostos.

De forma similar, Knapp et al. (2013) identificaram a presencga de pelo menos
um dos trés compostos quimicos analisados, na urina da maioria dos cées inclusos
no estudo, antes e apo6s a aplicacdo de herbicidas no ambiente. Com isso, os autores
também concluiram que os cdes com CUT podem ser considerados potenciais
sentinelas para o estudo e identificagdo de fatores de risco ambientais em seres
humanos, uma vez que o periodo de laténcia entre a exposi¢cao e o desenvolvimento
do CUT em cées é bem mais curto que em humanos (1-10 anos vs. décadas,
respectivamente) (Okajima et al., 1981). Além dos herbicidas, a exposi¢ao a poluentes
industriais também foi associada com o desenvolvimento de CUT em ambas espécies
(Hayes et al., 1981).

O consumo de vegetais tem sido estudado como fator protetivo ao
desenvolvimento do CUT em caes. Raghavan et al. (2005) demonstraram que os caes
da raga Terrier Escocés que consumiam vegetais pelo menos trés vezes na semana,
associado com sua dieta habitual, apresentaram uma redugdo no risco de

desenvolvimento de CUT vesical.

2.3. Apresentacao clinica

O CUT canino pode ser manifestado através de sinais clinicos inespecificos,
que incluem hematuria, disuria, polaciuria, letargia e perda de peso. De forma menos
frequente pode haver claudicagdo devido ao desenvolvimento de metastases 0sseas
ou osteopatia hipertrofica (Norris et al., 1992; Fulkerson e Knapp, 2020). Devido a
inespecificidade das manifestagdes clinicas, o CUT pode ser faciimente confundido
com outras condi¢des n&o neoplasicas, como a cistite cronica, cistite polipoide, polipos
fibroepiteliais e doenga do trato urinario inferior, e devido a isso, o diagnostico deve
ser instituido com cautela (Fulkerson e Knapp, 2015; Fulkerson e Knapp, 2020).



O sitio mais comum de desenvolvimento dessa neoplasia € em regido de
trigono vesical, havendo o envolvimento uretral em mais de 50% dos caes acometidos,
justificando a ocorréncia de obstrugéo, parcial ou total, do trato urinario inferior
(Fulkerson e Knapp, 2015; Fulkerson e Knapp, 2020). Diferente do que ocorre nos
caes, os tumores vesicais em humanos ndo possuem predilecdo de desenvolvimento
em trigono, sendo essa incidéncia variavel em diferentes sitios no interior da bexiga
(Knapp et al. 2014; De Brot et al., 2018).

No estudo de Knapp et al. (2000) 29% dos cdes machos com CUT
apresentaram invasao do tumor em prostata, também n&o sendo incomum o
desenvolvimento do CUT primario nesse orgao. Por sua vez, em humanos, o
envolvimento prostatico pelo CUT vesical possui incidéncia variavel (15-48%), porém,
o desenvolvimento do CUT primario prostatico é considerado raro (Autorino et al.,
20009).

2.4. Estadiamento Clinico

Em cdes com CUT, o estadiamento clinico deve ser realizado a fim de
determinar a extensao da doenca e estadio tumoral, critérios decisivos para a tomada
de decisédo terapéutica e para a obtengao de informagdes progndsticas. Para isso, s&o
necessarios exames laboratoriais (hemograma, bioquimicos séricos, urinalise) e de
imagem (ultrassonografia abdominal e radiografia toracica).

Para a realizacado da urinalise, a amostra de urina deve ser coletada por micgéo
espontdnea ou por cateterizacdo. A coleta por meio da cistocentese é
desaconselhada, devido ao risco de disseminacgao de células neoplasicas na cavidade
abdominal (Mutsaers et al., 2003; Fulkerson e Knapp, 2020).

A ultrassonografia abdominal € um exame complementar fundamental, que
permite a identificacdo do tumor assim como a avaliagao da sua localizag&o primaria,
caracteristicas e dimensdes. Tais informag¢des sdo importantes para o planejamento
cirargico, prognostico, monitoragdo de resposta a terapia instituida, assim também
para a identificacdo de possiveis focos metastaticos. Além disso, a ultrassonografia &

considerada um exame de facil acesso, baixo custo e pouco invasivo, nao



necessitando de procedimentos anestésicos para sua realizagdo. Outros exames de
imagem que podem ser utilizados para mapear o CUT em bexiga, uretra proximal e
préstata, incluem cistossonografia, cistografia e tomografia computadorizada
(Fulkerson e Knapp, 2015).

A monitoragdo da resposta tumoral por imagem durante e apds o tratamento
instituido é essencial, uma vez que a observacio dos sinais clinicos isolados nao € o
suficiente, podendo haver variacbes dependendo da presenca ou resolugcao de
infecgbes do trato urinario. A ultrassonografia € considerada o método de melhor
custo-beneficio para monitorar a resposta tumoral em estudos clinicos, sendo
importante a determinagdo de um protocolo padrdo com o mesmo ultrassonografista,
mantendo o animal sempre na mesma posicdo e com mesma replecdo vesical
(Fulkerson e Knapp, 2015; Honkisz et al., 2018).

O sistema de estadiamento do CUT definido pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), o TNM (tumor/linfonodo/metastase), classifica a neoplasia em trés estadios
diferentes, de acordo com o grau de invasdo do tumor na parede vesical e
identificacdo de metastases regionais e a distancia (Owen & WHO, 1980) (Tabela 2).
Baseado nesse critério, o estudo de Knapp et al. (2000) demonstrou que 78% dos

caes inclusos foram classificados no estadio T2 e 20% no estadio T3.

Tabela 2. Sistema de Classificagcdo do CUT canino.

T - Tumor Primario

Tis Carcinoma in situ

TO Sem evidencia de tumor primario

T1  Tumor papilar superficial

T2 Tumor com invasdo em parede de bexiga (com endurecimento)

T3 Tumor com invasdo em 6rgaos vizinhos

N - Linfonodos Regionais

NO Sem envolvimento de linfonodos

N1 Linfonodos regionais envolvidos

N2 Linfonodos regionais e linfonodos justa-regionais envolvidos

M - Metastases a Distancia

MO Sem evidencia de metastases

M1 Presenca de metastases a distancia

(Owen & WHO, 1980).



E importante considerar que a parede da bexiga é composta por trés principais
camadas: mucosa, muscular e serosa, sendo a ultima mais externa, composta por
tecido adiposo. Pacientes com CUT em estadio T1 apresentam tumores superficiais
confinados a camada mucosa (Figura 1A), enquanto que em estadio T2 apresentam
invasdo tumoral em parede vesical até a camada muscular (Figura 1B), ou
envolvimento das trés camadas, incluindo a serosa (Figura 1C). Por fim, tumores em
estadio T3 séo caracterizados por envolvimento de estruturas adjacentes pelo tumor,

como ilustrado na Figura 1D (invas&o em proéstata).

Figura 1. llustragao de vesicula urinaria representando tumores em diferentes graus
de invasao em parede vesical. A) Tumores superficiais confinados a mucosa (T1). B)
Tumores com invasdo de muscular, sem acometimento de camada serosa (T2). C)
Tumor com invasao de muscular e serosa. D) Tumor com invasédo em &rgao
adjacente (préstata).

Fonte: Adaptado de Cleveland Clinic, 2017. Disponivel em:

<https.//consultqd.clevelandclinic.org/genetic-and-pathologic-characteristics-of-
small-cell-bladder-cancer/>
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2.5. Diagnéstico

A correta abordagem diagndstica do CUT € essencial para o tratamento
precoce e eficaz. O exame histopatologico é considerado o padrédo-ouro para a
obtengdo do diagnostico definitivo, assim como para estadiamento completo da
neoplasia (Mutsaers et. al., 2003; Fulkerson e Knapp, 2015). A obteng&o de amostras
pode ser realizada por meio da cistoscopia, cistotomia ou cateterizagcdo traumatica,
sendo esta ultima menos eficiente em se obter amostras representativas. A bidpsia
percutdnea guiada por ultrassonografia € desaconselhada devido ao risco de
disseminagao de células tumorais (Messer et. al., 2005; Childress, 2011; Knapp et al.,
2014; Fulkerson e Knapp, 2020).

A cistoscopia € considerada um método nao invasivo, na qual operador
consegue visualizar a uretra e a bexiga e obter amostras de tecido. Entretanto, o
pequeno tamanho amostral e a impossibilidade de se obter amostras que representem
as trés camadas da bexiga sao fatores limitantes desta técnica (Fulkerson e Knapp,
2020).

Apesar de o histopatologico ser necessario para confirmar o diagnéstico de
CUT e classificar seu grau de invasao em parede, a citologia por lavado vesical pode
indicar um diagndstico presuntivo. Entretanto, € possivel a obtengao de resultados
falso-positivos, uma vez que células transicionais normais da bexiga podem parecer
alteradas na presenca de reacgédo inflamatdria vesical (Valli et al., 1995).

A imunohistoquimica representa uma ferramenta de auxilio diagndstico,
possuindo importante papel na diferenciacdo do CUT de outros tipos de carcinomas e
de condigdes ndo neoplasicas. Nesse caso, sdo utilizados mais comumente os
marcadores uroplaquina Il (UPIIl) e citoqueratina 7, sendo a UPIIl o marcador de
escolha na maioria dos casos (Ramos-Vara et al., 2003; Carvalho et al., 2016).

Outro método diagnostico recentemente desenvolvido é a identificacdo da
mutacao do gene B-Raf (BRAF), identificada em aproximadamente 80% dos casos de
carcinomas de bexiga e prostata. A detecgdo da mutagdo € realizada através do
exame de Reagao de Cadeira Polimerase (PCR), utilizando como amostra a urina,
lavado vesical ou lamina com esfregac¢o de sedimento urinario, sendo um teste de alta

sensibilidade e especificidade e pouco invasivo (Mochizuki et al., 2015).
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2.6. Tratamento

O tratamento do CUT canino abrange diferentes modalidades terapéuticas,
como a cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia anti-inflamatéria, ou uma
combinagao dos mesmos, constituindo a terapia multimodal (Heller et al., 2006; Arnold
et al., 2011; Fulkerson e Knapp, 2020; Allstadt et al., 2015).

2.6.1. Cirurgia

Idealmente, o objetivo do tratamento cirurgico em tumores de bexiga seria a
exeérese tumoral completa com 1-2 cm de margens. No entanto, essa abordagem é
considerada viavel para apenas uma minoria de caes que possuem o tumor distante
do trigono, atraveés da técnica de cistectomia parcial (Marvel et al., 2017; Fulkerson e
Knapp. 2020; Bradburry et al., 2021).

Por sua vez, quando os tumores estdo em trigono vesical, a ressecgao
completa com preservagao da bexiga se torna inviavel em grande parte dos casos. A
cistectomia total, associada a diferentes técnicas para desvio urinario, € uma
alternativa terapéutica para estes casos, entretanto, esta associada a altas taxas de
complicagbes pos-cirurgicas, afetando a qualidade de vida do paciente. Além disso,
em mais de 50% dos casos ha envolvimento uretral, o que torna a cirurgia ainda mais
complexa (Wongsetthachai et al., 2011; Boston; Singh, 2014; Saeki et al., 2015;
Huppes et al., 2016; Knapp et al., 2020).

O procedimento cirurgico também pode ser realizado para fins paliativos,
objetivando a remogao parcial do tumor, como tratamento emergencial para alivio de
obstrugdes ou, ainda, como terapia citoredutora (Knapp et al., 2000; Mutsaers et al.,
2003; Fulkerson e Knapp, 2020; Bradburry et al., 2021).

Para os tumores distantes do trigono, apesar da cistectomia parcial
proporcionar a ressecgdo completa com margens, estudos demonstram que a
ocorréncia de recidiva ainda € consideravel nesses casos. Norris et al. (1992)
realizaram um estudo retrospectivo com 115 cades com CUT, e dentre os 10 caes
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submetidos a cirurgia com aparente ressecgao completa do tumor (sem avaliagdo de
margens histologicas), seis cdes ainda sofreram recidiva (60%). Em 1996, Stone e
colaboradores avaliaram a técnica de cistectomia parcial, com avaliagcdo de margens
histologicas, em 11 cdes com CUT. Dentre os seis cdes que obtiveram margens livres,
quatro ainda sofreram recidiva (66%). No estudo de Knapp et. al. (2000) com 102 caes
com CUT, foi obtida a ressec¢cao completa com margens histolégicas livres em apenas
dois pacientes, que acabaram sofrendo recidiva local e a distancia em 8 e 4 meses,
respectivamente.

Mais recentemente, Marvel et al. (2017) avaliaram a eficacia da cistectomia
parcial, combinada ou n&o com o tratamento medicamentoso adjuvante, em cées com
CUT. Nesse estudo, foram obtidas margens histolégicas completas em 56% dos
pacientes (21/37), no entanto, mais da metade desses cées ainda sofreram recidiva.
Similarmente, no estudo de Bradbury et al. (2021), todos os seis cdes que obtiveram
margens histologicas livres apds a cistectomia parcial, sofreram recidiva local. Em
humanos, apesar do CUT superficial de baixo grau representar a maioria dos casos,
as taxas de recidiva apds intervengao cirurgica completa ainda sao consideraveis,
podendo chegar a 75% em 5 anos (Sylvester et al., 2006; Burger et al., 2013).

Uma hipotese que pode esclarecer essa alta taxa de recidiva do CUT vesical,
€ chamada de “efeito de cancerizagdo em campo” (do inglés “field cancerization
effect”), sendo bastante discutida em diferentes estudos. Essa teoria levanta a
hipétese de que a bexiga, por estar em contato direto com a urina, tem seu urotélio
inevitavelmente exposto a carcindbgenos de maneira uniforme, que podem levar a
transformacgao celular maligna em multiplos focos ao longo da parede vesical. No
entanto, a origem desse efeito ainda ndo é totalmente conhecida, ndo sendo possivel
determinar se o mesmo ocorre por indugdo de alteragdes genéticas policlonais
independentes em multiplos sitios vesicais, ou pela transformagdo maligna de uma
célula que sofre expanséo clonal e se dissemina ao longo do urotélio vesical, criando
multiplos focos pré-neoplasicos (Dakubo et al., 2007; Marvel et al., 2017; Bradburry et
al., 2021).

2.6.2. Terapia medicamentosa
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Diante disso, a abordagem terapéutica empregada de forma mais frequente no
CUT canino continua sendo a terapia medicamentosa sistémica, mesmo que n&o
proporcionando a cura e nem taxas de remissdo duradouras. Essa abordagem
consiste no uso de quimioterapicos e/ou anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs)
inibidores da enzima ciclooxigenase (COX), que exercem efeitos antitumorais tanto
locais quanto sistémicos (Knapp et al., 1994; Knapp et al., 2000; Knapp et al., 2014;
Boria et al., 2005; Carvalho et al., 2016).

Nos ultimos anos, a inibicao seletiva da forma induzida da enzima COX-2
ou a inibicdo n&o seletiva (COX-1 e COX-2) tem gerado bastante interesse no campo
da oncologia. Através da prostaglandina E2 (PGEZ2), metabdlito produzido pela COX-
2, ha o recrutamento de fatores angiogénicos, diminuicdo da imunovigilancia do
organismo, potencializagdo do crescimento e invasividade tumoral, assim como
inibicdo do processo apoptotico. A superexpressao dessa enzima ja foi identificada
em diversos tipos tumorais caninos, incluindo o CUT. Diante disso, o emprego dos
AINEs objetiva a inibicdo da cascata gerada pelos efeitos da PGE2, exercendo
importante papel no controle da progressao tumoral. A expressao da enzima COX-2
ocorre majoritariamente em células malignas do urotélio, enquanto que a enzima
COX-1 é expressa tanto em células uroteliais normais quanto neoplasicas (Khan et
al., 2000).

O piroxicam, inibidor nao-seletivo da COX, € um dos farmacos anti-
inflamatorios mais frequentemente utilizado em combinagdo com outros
quimioterapicos no CUT. Além de promover efeitos antitumorais, este farmaco
também atua no alivio da dor e desconforto decorrentes da doenga (Knapp et al.,
1994; Henry et al., 2003; Boria et al., 2005; Allstadt et al., 2015; Carvalho et al., 2016).
Inibidores seletivos da enzima COX-2, como deracoxibe e firocoxibe, também vém
sendo cada vez mais empregados devido a sua maior seletividade para essa enzima,
minimizando assim, possiveis efeitos colaterais que podem ser causados pela inibigao
da COX-1, uma vez que também é expressa em tecidos normais (McMillan et al.,
2011; Knapp et al., 2013).

Os agentes quimioterapicos intravenosos mais comumente utilizados no
tratamento dessa neoplasia incluem a mitoxantrona, vimblastina, cisplatina,

carboplatina e gencitabina, utilizados sozinhos ou em combinagdo com inibidores da
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COX, proporcionando diferentes tempos de sobrevida nos estudos ja realizados
(Tabela 3).

Tabela 3. Resultados de estudos clinicos utilizando terapia medicamentosa para o
tratamento do CUT canino.

Quimioterapico N (caes) Tempo de Referéncia
Sobrevida
(dias)
Piroxicam 34 181 Knapp et. al (1994)
Mitoxantrona + 55 291 Henry et. al (2003)
Piroxicam
Carboplatina + 31 161 Boria et. al (2005)
Piroxicam
Firocoxibe 15 152 Knapp et. al (2013)
Cisplatina + Firocoxibe® 14 186 Knapp et. al (2013)
Cisplatina + Firocoxibe® 13 338 Knapp et. al (2013)
Vimblastina 28 147 Arnold et. al (2011)
20 531° Knapp et al. (2016)
Vimblastina + Piroxicam 24 299 Knapp et al. (2016)
Gencitabina + Piroxicam 38 230 Marconato et. al (2011)
Toceranibe + 10 108 Rippy et .al (2016)
Vimblastina
Fosafato de Toceranibe 37 149 Gustafson et al. (2019)
Mitomicina C intravesical 13 223 Abbo et. al (2010)

®Nesse grupo os caes receberam cisplatina e firocoxibe ao mesmo tempo.
®Nesse grupo os cées receberam cisplatina sozinha, seguido por firocoxibe sozinho.
“Animais receberam vimblastina sozinha, seguido por piroxicam sozinho.

A associacao da mitoxantrona com o piroxicam € comumente utilizada em caes
com CUT. Em um estudo clinico com 48 caes que receberam esse protocolo, a taxa
de resposta foi de 35,4% e a sobrevida média foi de 291 dias, superior a obtida em
estudo clinico avaliando a agdo do piroxicam como agente unico (Knapp et al., 1994;
Henry et al., 2003).

A cisplatina é considerada um dos quimioterapicos mais ativos no tratamento
do CUT, tanto em humanos como em caes, porém, seus efeitos adversos limitam o

seu uso na espécie canina (Knapp et al., 2000; Greene et al., 2007). Dentro do mesmo
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grupo farmacolégico, a carboplatina € uma alternativa ao uso da cisplatina, apesar de
apresentar efeito antitumoral menos pronunciado.

Allstadt et al. (2015) compararam a eficacia do uso combinado da mitoxantrona
com piroxicam e da carboplatina com piroxicam em um estudo com 50 cdes com CUT.
Os resultados ndo demonstraram diferencga significativa na resposta final entre ambos
os tratamentos. O estudo demonstra ainda que a toxicidade gastrointestinal foi
ligeiramente maior no grupo tratado com carboplatina, e no grupo tratado com
mitoxantrona, houve maior incidéncia de mielossupresséo.

O efeito antitumoral da vimblastina sobre o CUT canino foi avaliado em um
estudo clinico prospectivo com 28 caes, que demonstrou uma sobrevida média de 147
dias (variando de 28 a 476 dias) desde a primeira dose de vimblastina até o momento
do 6bito, e de 299 dias desde o diagndstico até o momento do obito. Além disso,
proporcionou taxa de remissao e doenca estavel de 36% e 50%, respectivamente.
Assim, demonstrando que a vimblastina exerce efeito antitumoral sobre o CUT e
representa uma opg¢ao de tratamento para os caes acometidos (Arnold et al., 2011).
A vimblastina também possui agao sobre o CUT em humanos quando utilizado como
agente unico e quando combinada com outros quimioterapicos em casos de CUT
invasivo (Roberts et al., 2006; Park et al., 2007).

Recentemente, um estudo clinico avaliou o uso da gencitabina em combinagao
com o piroxicam em caes com CUT. Apesar de ter proporcionado um tempo de
sobrevida médio (230 dias) similar aos de outros protocolos, tal associagéo
demonstrou ser uma alternativa para o controle dessa neoplasia, com boa
tolerabilidade pelos pacientes (Marconato et al., 2011).

O uso dos inibidores seletivos ou nao seletivos da COX como agentes unicos
pode ser uma opgao para tratamentos mais conservativos. Em um estudo clinico
prospectivo conduzido por Knapp et. al. (1994), objetivou-se avaliar a atividade
antitumoral do piroxicam em caes com CUT, obtendo-se uma resposta objetiva de
18%, com dois pacientes atingindo resposta completa e varios outros com doenga
estavel por tempo prolongado. Além disso, esse estudo também concluiu que além do
efeito antitumoral local, o piroxicam também exerceu acédo importante no controle da

dor e inflamagao. O tempo médio de sobrevida para esses pacientes foi de 181 dias.
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No que se refere ao uso dos inibidores seletivos da COX-2, Knapp et al. (2013)
avaliaram a eficacia do firocoxibe associado a cisplatina. O firocoxibe potencializou
significativamente o efeito da cisplatina, obtendo-se resposta parcial em 57% dos caes
e sobrevida média de 179 dias. E ainda, no grupo tratado com o firocoxibe como
protocolo resgate (apos falha da cisplatina), a sobrevida obtida foi de 338 dias. Nesse
estudo o firocoxibe ndo agravou a nefrotoxicidade naturalmente causada pela

cisplatina, efeito comum quando a mesma € associada com o piroxicam.

2.6.3. Outras terapias

Diante da auséncia de protocolos que proporcionem uma sobrevida
significativamente maior para cdes com CUT, novas terapias medicamentosas tém
sido investigadas para controle local e sistémico.

O fosfato de toceranibe (TOC), droga inibidora da proteina tirosina quinase,
possui mecanismo de a¢ao associado a inibicao de receptores especificos, sendo eles
o receptor KIT, o receptor do fator de crescimento endotelial-2 (VEGFR-2) e o receptor
do fator de crescimento de derivados de plaquetas-beta (PDFGR-3). A desregulagéo
desses receptores foi identificada em diferentes tipos de neoplasias, incluindo
mastocitomas, carcinomas de sacos anais, carcinomas renais, entre outros (London
et al., 2003; London et al., 2009). Com o intuito de identificar o padrao de expresséo
desses receptores em CUT vesicais, Walters et al. (2017) demonstraram a expresséo
positiva de PDGFR-p e VEGFR-2 em todas as amostras tumorais analisadas.

Diante disso, Rippy et al. (2016) avaliaram a eficacia do uso combinado do TOC
com a vimblastina em CUTs caninos. No entanto, a média de duragao de tratamento
foi de 108 dias, revelando que esse protocolo ndo promoveu beneficio clinico quando
comparado com outros protocolos terapéuticos. Recentemente, Gustafson et al.
(2019) avaliaram de forma retrospectiva 37 cdes com CUT tratados com TOC, obtendo
meédia de sobrevida de 149 dias, sendo possivel considera-lo como uma opg¢ao para
tratamento resgate.

Outra abordagem terapéutica para o manejo do CUT canino € a quimioterapia
intravesical, sendo a bexiga é um érgéo considerado “fechado” com minima absorg¢ao

de agentes através da parede vesical, 0 que torna esse tipo de terapia uma opgéo
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viavel. Diante disso, Abbo et. al. (2010) conduziram um estudo clinico no qual foi
avaliado a atividade antitumoral da mitomicina C intravesical, que resultou em um
tempo de sobrevida médio de 223 dias com 20% dos caes vivos apdés um ano do inicio
do tratamento.

Recentemente, o uso de terapias alvo moleculares no tratamento do CUT
canino tem sido investigado. Rossman et al. (2020) avaliaram a eficacia e seguranga
do vemurafenib, farmaco utilizado na inibigdo da via de sinalizagdo do gene BRAF,
frequentemente mutado no CUT invasivo canino. O tratamento proporcionou taxa de
remissao parcial de 38%, com intervalo livre de progressao de 181 dias, resultados
similares ao tratamento com quimioterapia convencional. Nesse estudo, o CUT
invasivo canino mostrou-se similar ao CUT invasivo em humanos, principalmente no
qgue se refere a resposta a terapia e aos efeitos adversos, destacando o cdo como um
modelo animal ideal para estudos em terapia alvo do gene BRAF em humanos.

E possivel concluir que a terapia medicamentosa proporciona a remissdo ou
estabilizacdo da doenca com qualidade de vida e efeitos colaterais toleraveis, no
entanto, ndo promove a cura ou sobrevidas superiores a um ano, em geral. Diante do
exposto, é evidente a necessidade de investigar e desenvolver novas modalidades
terapéuticas que proporcionem melhor controle local da doenga, assim como aumento
de tempo de sobrevida com qualidade de vida (Knapp et al., 2014; Fulkerson e Knapp,
2020).

2.7. Oncologia comparada no desenvolvimento de novas terapias

A cada ano, € esperado que o CUT vesical acometa mais de 20.000 caes nos
Estados Unidos, sendo mais de 90% dos pacientes diagnosticados com CUT na sua
apresentacao invasiva (Knapp et al., 2014). Com relagdo ao cenario do CUT na
medicina humana, é considerada a nona neoplasia maligna mais comum no mundo,
com mais de 400.000 casos por ano (Babjuk et al., 2013; Antoni et al., 2017).

Em humanos, a terapia de eleigdo para o CUT superficial ndo invasivo consiste
na resseccao transuretral do tumor associada a quimioterapia intravesical ou

imunoterapia. Apesar de apresentarem uma boa resposta a esses tratamentos e da
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localizagao tumoral ser favoravel na maioria dos casos, ainda ha risco significativo de
recidiva e progressdao para o CUT invasivo. Dependendo das caracteristicas do
paciente, as taxas de recidiva podem chegar em 75% dentro de 5 anos e as taxas de
progressdo em 45% (Van de Bosch et al., 2011; Sylvester et al., 2021). O CUT invasivo
em humanos também possui comportamento potencialmente letal, requer tratamento
agressivo e apenas 5% dos pacientes com a doenga metastatica permanecem vivos
em cinco anos (Fonseca; Zequi, 2012; Monteiro et al., 2019).

Quando o CUT humano n&o invasivo é refratario aos tratamentos iniciais e
progride para a forma invasiva, ha a indicagao da cistectomia radical, procedimento
cirurgico com maiores indices de complicagbes e mortalidade, afetando
consideravelmente a qualidade de vida, assim como ocorre em cées (Vasquez et al.,
2015).

O estudo de Van de Bosch et al. (2011) avaliou a efetividade da cistectomia radical
como tratamento inicial de humanos com CUT n&o invasivos classificados como de
alto risco de progressao, no entanto, apesar de melhora na sobrevida, o procedimento
radical ndo promoveu a cura e afetou a qualidade de vida nesses pacientes. Assim,
ha uma urgéncia de que novas terapias sejam desenvolvidas para o tratamento do
CUT invasivo, tanto em humanos quanto em cées.

Para a investigacdo da eficacia e seguranga de novas terapias na medicina
humana, estudos clinicos prévios em modelos animais sdo de grande importancia.
Diversos modelos animais experimentais sao utilizados nas pesquisas acerca do
cancer de bexiga em humanos, sendo em sua maioria camundongos ou ratos. No
entanto, ainda ha uma necessidade por modelos animais nos quais essa neoplasia se
desenvolva naturalmente, mimetizando de forma mais fidedigna a condicdo humana
(Yamaguchi et al., 1994; Ogihara et al., 2000; Kubota et al., 2000; Mitsui et al., 2002;
Frandsen et al., 2015; Knapp et al., 2020).

Apesar de representaram a maioria dos casos em caes e a minoria em humanos,
o CUT invasivo nessas duas espécies compartiliham muitas similaridades,
principalmente no que se refere ao comportamento biolégico, aspectos
histomorfologicos e genéticos, caracteristicas moleculares, resposta a quimioterapia
e potenciais biomarcadores progndsticos e diagndsticos (Knapp et al., 2020; Tsamouri
et al., 2021). Além disso, os cdes vém ganhando cada vez mais espago no convivio
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com os humanos, sendo considerados membros da familia, compartilhando o mesmo
ambiente e sendo expostos aos mesmos fatores carcinogénicos, como herbicidas,
fumaca de cigarro e obesidade.

Diante disso, os caes naturalmente acometidos pelo CUT invasivo representam
um modelo ideal para o estudo dessa neoplasia em humanos, gerando resultados que
podem ser aplicados e gerar beneficios para ambas espécies (Knapp et al., 2000;
Knapp et al., 2014; Carvalho et al., 2016).

Alternativas terapéuticas menos invasivas e efetivas no tratamento local do tumor
primario e prevencgao de recidivas sdo necessarias tanto em humanos quanto em caes
com CUT. Assim, diante da evolugdo de técnicas e abordagens terapéuticas na
oncologia veterinaria, a eletroquimioterapia (EQT) surge como alternativa para o
tratamento dessa neoplasia em caes, e futuramente, em humanos.

A Tabela 4 apresenta a comparagao de alguns aspectos do CUT humano e canino

discutidos até aqui.

Tabela 4. Aspectos comparativos entre o CUT canino e humano.

Variaveis CUT canino CUT humano
Incidéncia 1-2% 2%
Idade Média 11 anos™ Média 69-71 anos*
Género Femeas > Machos (1:0,5)  Homens > Mulheres (2.8:1)
Localizagao anatémica Trigono vesical Variavel

Papilar (50%) e nao papilar Papilar (80-90%)
Padrao de crescimento (50%)

> 90% T2 ou T3 com 75% tumores superficiais
Estadio tumoral invaséo muscular de baixo grau néo-
(78% T2; 20% T3) invasivos ou early invasive

(Fonte: Adaptado de De Brot et al., 2018; Knapp et al., 2020).
*Faixas etarias correspondentes entre as espécies.

2.8. Eletroquimioterapia
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De maneira geral, EQT consiste na administragdo sistémica ou local de
farmacos antineoplasicos combinados a aplicacéo de pulsos elétricos de intensidade,
duracdo, frequéncia e numero especificos. Os farmacos de escolha geralmente
possuem baixa ou nenhuma capacidade de permeabilizagcdo através da membrana
plasmatica devido a propriedades hidrofilicas e caracteristicas especificas, limitando
assim sua internalizagdo para o meio intracelular. No entanto, os pulsos elétricos
aplicados proporcionam um aumento temporario e reversivel da permeabilidade da
membrana celular das células eletroporadas, maximizando a concentragio
intracelular da droga quimioterapica previamente aplicada e, consequentemente, seu
efeito citotoxico (Zimmermman; Scheurich et al., 1981; Orlowski et al., 1988; Mir, 2006;
Escoffre; Rols, 2012).

2.8.1. Eletropermeabilizagao

Em condigbes fisiologicas, a membrana plasmatica das células apresenta-se
na conformagdo de bicamada lipidica, que é regida por um potencial de repouso
mantido pela acdo de bombas e canais ibnicos. Essa conformagéo dificulta a
permeabilizacdo de macromoléculas e/ou moléculas hidrofilicas para o espaco
intracelular. No entanto, com a aplicagdo dos pulsos elétricos, € gerado um campo
elétrico intenso o suficiente para criar um potencial transmembrana induzido, que ao
atingir um valor limiar, se sobrepde ao potencial de repouso inicial, levando a uma
realocacgao de cargas ibnicas ao longo da membrana, que culmina na formacgao de
poros. Esse fendmeno é denominado de eletroporagéo ou eletropermeabilizagao (Mir;
Orlowski, 1999; Miklavcic et al., 2014; Yarmush et al., 2014).

De forma mais detalhada, a eletropermeabilizagao ocorre por meio da mudancga
conformacional da bicamada lipidica através do rearranjo das “cabecas” polares e
hidrofilicas para o interior da membrana, levando a formagdo de poros ou canais
hidrofilicos. Através desses poros, torna-se possivel a passagem de macromoléculas
e moléculas com propriedades hidrofilicas e lipofébicas para o meio intracelular por

meio do mecanismo de difusdo simples (Mir et al., 2006; Cemazar et al., 2008).
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Dependendo da intensidade do campo elétrico aplicado, a
eletropermeabilizacdo causada pode ser reversivel ou irreversivel. Na
eletropermeabilizagéo reversivel, a célula rapidamente retorna a seu estado original,
mantendo sua funcionalidade. No entanto, na eletropermeabilizagao irreversivel, as
células sdo expostas a campos elétricos tdo intensos a ponto de superar um
determinado valor critico, ndo sendo mais possivel reverter o fluxo idnico causado.
Dessa forma, ocorrem a ativagcao das vias de apoptose assim como a perda da
homeostase e consequente necrose celular, tanto em células tumorais como em
células saudaveis da margem tumoral que também foram eletroporadas, levando a
um processo de morte celular ndo-seletiva (Mir; Orlowski, 1999; Yarmushi et al., 2014;
Spugnini; Baldi, 2019).

Diante disso, € importante ressaltar que a EQT objetiva a eletropermeabilizagao
reversivel. A efetividade da técnica ocorre pela agao citotoxica do quimioterapico
internalizado e n&o pela acdo elétrica do campo em si. Assim, a EQT tem como
objetivo principal a entrega de pulsos elétricos intensos o suficiente apenas para levar
a formacao transitéria e reversivel de poros, servindo como canal de transporte para

a internalizag&o do farmaco antineoplasico.

2.8.2. Parametros elétricos

De forma geral, as duas principais condi¢gbes para que a EQT seja eficaz séo a
disponibilidade do farmaco em concentragdes suficientes no meio extracelular e a
cobertura de toda a area tumoral pelo campo elétrico. A combinacdo desses dois
fatores € mandatdria para que o quimioterapico seja internalizado de maneira efetiva
nas células e para que haja a morte celular desejada (Tozon et al., 2016).

Além disso, o aparelho gerador deve ser configurado para entregar os pulsos
através de parametros elétricos adequados, também imprescindiveis para garantir a
eficacia da EQT. Desde os experimentos iniciais in vitro em cultivos celulares, que
logo evoluiram para estudos pré-clinicos e clinicos, os parametros elétricos mais
comumente utilizados na pratica clinica sao oito pulsos consecutivos com duragéo de
100 ps, entregues em uma frequéncia que pode variar de 1 Hz a 5 kHz e voltagem de
1000 a 13000 V/em (Mir, 2006; Tozon et al., 2016). Outra caracteristica inerente ao



22

aparelho gerador dos pulsos € o tipo de eletrodo utilizado. Os eletrodos em placa s&o
indicados para tumores superficiais e de menor tamanho. Se os tumores sdo maiores,
mais profundos e infiltrados, os eletrodos em agulha sdo mais indicados devido a
maior capacidade de penetragdo no tecido, promovendo maior alcance do campo
elétrico (Cindric et al., 2021; Tozon et al., 2016).

Além dos parametros elétricos, outros fatores também devem ser levados em
consideragado para que se possa obter a eficacia desejada da técnica, como: 1)
caracteristicas tumorais (tipo histologico, localizagdo e tamanho); 2) caracteristicas
celulares (tamanho, forma e posicdo da célula em relagdo ao campo elétrico); 3)
escolha do quimioterapico e via de administracdo; 4) caracteristicas inerentes a
aplicacao da técnica (area eletroporada, tempo de aplicagdo dos pulsos) (Suzuki et
al., 2015; Rangel et al., 2018).

2.8.3. Farmacos quimioterapicos e mecanismos de agcao

As duas principais drogas utilizadas na EQT s&o a cisplatina e a bleomicina
(BLM), que possuem propriedades especialmente lipofdbicas e hidrofilicas, e por isso,
quando administradas como agentes unicos, possuem maior dificuldade em
atravessar a membrana celular e atingir concentragdes intracelulares suficientes para
serem eficazes. Assim, a EQT é uma estratégia terapéutica capaz de direcionar esses
farmacos para o interior das células alvo, maximizando seu efeito citotéxico. Além
disso, devido ao aumento da citotoxicidade de ambos os farmacos no local da
aplicacao do pulso elétrico, doses menores desses quimioterapicos sdo necessarias
para serem efetivos e, consequentemente, menos efeitos colaterais sdo observados
(Mir et al., 1991; Orlowski et al., 1988; Gothelf; Mir; Gehl, 2003; Teissie; Golzio; Rols,
2005).

Fisiologicamente, o mecanismo natural de internalizagdo celular da BLM,
depende da ligacdo a uma proteina carreadora de membrana especifica, que
transporta as moléculas de BLM para o compartimento intracelular, através de uma
via endocitica. Entretanto, essa internalizacéo ¢ limitada pela baixa expressao dessa
proteina na membrana das células. No entanto, quando a administracdo da BLM é
associada a eletropermeabilizacdo da membrana na EQT, suas moléculas se
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difundem quase que livremente para o interior da célula, tendo sua internalizag&o
potencializada em 300 a 700 vezes (Pront; Belehradek; Mir, 1993; Mir; Orlowski, 1999;
Mir, 2006).

A morte celular causada pela BLM pode ocorrer através de dois diferentes
mecanismos, a depender da quantidade de moléculas internalizadas, sendo eles: a 1)
morte celular mitética (MCM) e a 2) pseudoapoptose. A pseudoapoptose ocorre
quando ha a utilizacio de altas doses de BLM em condi¢cdes experimentais, causando
todas as alteragcbes morfologicas e bioquimicas da apoptose classica (Pron;
Belehradek; Mir, 1993; Tounekti et al., 1993; Mir; Orlowski, 1999).

Por sua vez, a MCM é o mecanismo que ocorre predominantemente na pratica
clinica da EQT, ao se utilizar a BLM em doses terapéuticas. A MCM ocorre através da
geracédo de multiplas “quebras” no DNA da célula. Na célula tumoral, esses danos
permanecem sem reparo, uma vez que seu ciclo celular € disfuncional e sua
replicacao € desordenada e acelerada. Assim, a medida que essas células entram em
ciclos de divisao mitética, novos danos no DNA ocorrem e se acumulam até um ponto
em que as mesmas sofrem a morte celular devido a fragmentagdo de seus
cromossomos. Em contrapartida, células quiescentes e metabolicamente estaveis
(células do tecido saudavel) permanecem integras e viaveis mesmo se eletroporadas,
uma vez que ndo estdo em constante divisdo e, ainda, possuem seus mecanismos de
reparo funcionais. Assim, o processo de MCM induzido pelo uso da BLM ¢é altamente
seletivo em destruir as células tumorais, poupando as células normais ao redor do
tumor que forem também eletroporadas (Tounekti, 1993; Mir, 2006).

A cisplatina, por sua vez, quando combinada com a eletropermeabilizagao, tem
a sua eficacia potencializada em menor escala quando comparado com a BLM. Isso
ocorre porque a cisplatina ja possui eficacia como agente terapéutico unico em
diversos tipos neoplasicos. Apesar disso, a cisplatina ainda € considerada uma droga
com baixa capacidade permeante, tendo sua eficacia potencializada em cerca de 4-8
vezes quando associada aos pulsos elétricos na EQT. O mecanismo de morte celular
causado pela cisplatina é através das vias de apoptose classica (Mir et al., 2006).

2.8.4. Vias de administracao
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No que se refere as vias de administragdo, a BLM pode ser utilizada por via
intratumoral ou intravenosa. Quando utilizada pela via intravenosa, na concentragao
de 3000 Ul/mL, a dose preconizada é de 15.000 Ul/m? de superficie corpdrea, ndo
devendo ultrapassar a dose cumulativa de 400.000 Ul/m?. Por sua vez, a dose da BLM
aplicada pela via intratumoral é calculada por meio do volume do tumor a ser tratado:
1) 0,5 mL/cm? (volume tumoral < 1 cm®) e 2) 0,5 — 1 mL/cm® (volume tumoral > 1 cm®)
(Tozon et al., 2016).

Para a cisplatina, a via de administracdo preconizada na EQT € a intratumoral,
sendo a via intravenosa desaconselhada devido aos efeitos deletérios sistémicos
causados por sua aplicagdo (Cemazar et al., 1998; Mir, 2006). A dose de cisplatina
(concentragao 1 mg/mL) utilizada pela via intratumoral é calculada também segundo
o volume do tumor a ser tratado: 1) 1 mL/cm? (volume tumoral < 1 cm®); e 2) 0,5-1 mL
(volume tumoral > 1 cm®) (Tozon et al., 2016).

A via intravenosa possui vantagens associadas a sua aplicagao sistémica, que
permite que o farmaco seja distribuido de forma mais homogénea nas areas a serem
tratadas, garantindo assim uma melhor eficacia em tumores multiplos ou de maior
tamanho, assegurando também a presencga do farmaco nas margens de tecido ao
redor do tumor. A via intratumoral tem eficacia similar quando comparada a
intravenosa, podendo ser utilizada em tumores de menor tamanho e quantidade
(geralmente < 5 nédulos) (Cemazar et al., 2008; Tozon et al., 2016).

Em 2006, Mir e colaboradores criaram o primeiro documento de Procedimentos
Operacionais Padronizados para a Eletroquimioterapia (SOP), com o objetivo de
determinar diretrizes para a utilizagdo segura e eficaz da EQT em tumores em
humanos. Dez anos apds, em 2016, Tozon e colaboradores publicaram uma
adaptagao deste documento para sua aplicacdo em cées e gatos. Neste documento,
€ recomendado o inicio da aplicacado dos pulsos elétricos apds 8 minutos da aplicagao
da BLM pela via intravenosa, e dentro de 1 minuto apds a aplicagcédo da cisplatina ou
BLM por via intratumoral. A janela terapéutica ideal para a aplicagdo dos pulsos
elétricos, apos administracdo do farmaco, € de 20 minutos.

No entanto, segundo o estudo de Front et al. (1990) a concentragcédo de BLM na
area tumoral permanece elevada por periodos mais longos do que aquele

determinado pelo SOP. Porém, novos estudos ainda sdo necessarios para melhor
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definicdo da janela terapéutica 6tima, devendo ser considerados outros fatores como
tipo histologico, tamanho e localizagdo anatébmica dos tumores, assim como tipo do
farmaco utilizado e sua via de administracao (Mali et al., 2013).

2.8.5. Efeitos imunoldgicos e vasculares

Além de exercer efeitos citotdxicos locais na area tumoral eletroporada, a EQT
também exerce efeitos antitumorais através da sua agcao na vasculatura e no sistema
imune do hospedeiro.

A aplicacdo dos pulsos elétricos causa dois efeitos principais na vasculatura
local: vasoconstricdo e destruicdo vascular. A vasoconstrigdo ocorre logo apos a
aplicacao dos pulsos elétricos, levando ao processo de hipoperfusdo transitéria e
consequente contencao da droga dentro da area eletroporada, efeito denominado de
“vascular lock”, que pode durar por horas. Estudos indicam que esse efeito € bem
mais prolongado em tecidos tumorais do que em tecidos normais. Essa
vasoconstricdo pode interferir na distribuicdo ideal da BLM na area tumoral se os
pulsos elétricos forem aplicados antes ou simultaneamente a administracéo
intravenosa do farmaco. Devido a isso que se € preconizada a aplicagao da BLM cerca
de 8 minutos antes da aplicagédo do campo elétrico.

Além disso, os efeitos antitumorais vasculares também ocorrem pela agao
citotoxica direta do quimioterapico sobre os vasos sanguineos, levando a morte das
células endoteliais do tumor, uma vez que também sao células disfuncionais e de
proliferagdo desordenada (Mir, 2006; Sersa et al., 2008; Jarm et al., 2010).

No que se refere aos efeitos causados no sistema imunoldgico, a morte celular
induzida pela EQT leva a um evento conhecido como antigen shedding, através da
disseminagao dos Antigenos Associados ao Tumor (TAA) no interior do tecido e na
circulagdo sanguinea, contribuindo para a morte celular imunogénica (MCI). A
infiltrac&o de células imunoldgicas na regido tumoral pode ser explicada pela liberagao
dos metabdlitos celulares durante e apds o processo de morte celular, estimulando
uma resposta imune adaptativa. A MCIl também depende de moléculas chamadas de
DAMPs (Danger-associated molecular patterns) que irdo ativar o sistema imune inato
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e estimular a geracdo de uma imunidade tumoral especifica (Gerlini; Di Gennaro;
Borgognoni, 2012; Sersa, 2015; Calvet, 2014).

2.8.6. Aplicagdes da EQT na oncologia veterinaria e humana

A aplicagdo da EQT em humanos tem se demonstrado eficaz para o tratamento
de diferentes tumores cutédneos ou subcutaneos, incluindo sarcomas, carcinomas,
mas predominantemente, melanomas cutaneos malignos. Na maioria dos casos a
EQT é utilizada com intengdo paliativa em lesbes metastaticas que geram dor,
sangramentos e desconforto ao paciente. A resposta objetiva obtida em estudos é de
aproximadamente 80-85% (Sersa et al., 2006; Marty et al., 2006). Recentemente,
estudos clinicos vém sendo conduzidos em humanos com o uso da EQT no
tratamento de tumores viscerais, como os colorretais, esofagicos, pancreaticos e
hepaticos, apresentando bons resultados (Granata et al., 2015; Djokic et al., 2018;
Egeland et al., 2018; Falk Hansen et al., 2020).

De forma similar, na medicina veterinaria, a eficacia da EQT também tem sido
demonstrada em diferentes estudos clinicos, com respostas objetivas acima de 80%.
No entanto, sua aplicabilidade na medicina veterinaria n&o se restringe apenas ao
tratamento paliativo, mas também é considerada como tratamento adjuvante (no
transcirurgico ou pos-cirurgico), neoadjuvante e ainda, como tratamento unico. Seu
uso tem possibilitado abordagens terapéuticas mais conservativas e menos invasivas,
facilitando a abordagem cirurgica de tumores de dificil ressecgao, seja pelo numero
de lesbes ou localizacdo anatébmica (Maglietti et al., 2019; Spugnini; Baldi, 2019;
Rangel et al., 2019; Tozon et al., 2021).

Diferentes estudos tém comprovado a eficacia da EQT em diferentes tipos
tumorais, incluindo carcinomas, mastocitomas, sarcomas, melanomas, linfomas
cuténeos e tumores venéreo transmissivel (Spugnini et al., 2007; Tozon et al., 2014,
Lowe et al., 2016; Spugnini et al., 2019; Tellado et al., 2020).

2.8.7. EQT em tumores de bexiga
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Considerando o fato de que a localizagdo mais comum do CUT canino seja em
regides da bexiga que impossibilitem sua remogao completa, a EQT surge como uma
potencial modalidade terapéutica local para os pacientes que apresentam o tumor
confinado a parede vesical.

Alguns estudos in vitro foram realizados utilizando a EQT em cultivo celular com
linhagens de células humanas de cancer de bexiga, apresentando-se eficaz na
potencializagdo da citotoxicidade dos farmacos e na redugéo da viabilidade celular
(Vasquez et al., 2012; Vasquez et al., 2015).

Alguns estudos in vivo foram conduzidos até o momento com o uso da EQT no
tratamento de carcinomas uroteliais induzidos por via subcutdnea em animais
experimentais, demonstrando boa eficacia na remissao desses tumores (Yamaguchi
et al., 1994; Ogihara et al., 2000; Kubota et al., 2000; Mitsui et al., 2002; Frandsen et
al., 2015).

Em 2018, Rangel e colaboradores realizaram o primeiro relato do uso da EQT em
dois caes naturalmente acometidos pelo CUT, ambos em estadiamento T2, sem
invasao da serosa vesical. Os resultados clinicos obtidos foram promissores, com
sobrevidas acima de 600 dias e sem a ocorréncia de efeitos adversos importantes. No
entanto, novos estudos ainda sdo necessarios para avaliar a viabilidade do uso da
técnica em bexiga, assim como determinar critérios de seguranca para a sua

aplicagao.

3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo primario a avaliar a seguranga e viabilidade
da EQT como tratamento local do CUT vesical canino. Assim como, determinar
critérios de segurangca na selegcdo de pacientes, possiveis efeitos adversos
decorrentes da terapia, e o numero e intervalo entre as sessdes de EQT. E, por fim,

avaliar de forma preliminar a eficiéncia da técnica sobre essa neoplasia.

4, MATERIAL E METODOS
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4.1. Selecao de Animais

O presente estudo selecionou de forma retrospectiva 21 cées diagnosticados
com CUT vesical, atendidos durante o periodo de Abril de 2016 a Margo de 2021, no
centro oncoldgico Vet Cancer Oncologia e Patologia Animal - S&o Paulo, SP, Brasil.

A EQT foi oferecida como uma alternativa terapéutica quando os tutores
recusaram outros tratamentos convencionais oferecidos, como a cirurgia e/ou
quimioterapia. Os tutores que concordaram que seus animais recebessem o
tratamento assinaram um termo de consentimento informativo. O termo descreveu
como o tratamento seria conduzido e os possiveis efeitos colaterais a serem
observados, baseados em dados de estudos preliminares. Os tutores foram livres para
a qualquer momento desistir do tratamento.

Os critérios para a inclusdo dos cades nesse estudo retrospectivo foi o
diagnostico histopatologico de CUT vesical e a instituicdo da EQT como tratamento
unico. Como critérios de exclusdo, foram considerados: tratamento quimioterapico
prévio a EQT, em periodo inferior a 14 dias da primeira consulta; tratamento
quimioterapico e/ou anti-inflamatorio, durante ou apos o protocolo de EQT (dentro do
periodo de observacgéo); presenca de metastases a distancia ao diagnostico.

Os registros clinicos dos pacientes inclusos foram revisados detalhadamente
para obtencdo de dados demograficos (raga, género, sexo e idade), assim como
informagdes sobre estadiamento clinico, protocolo de tratamento utilizado,
monitoragao completa pos-EQT e avaliagdo de toxicidade e de resposta. Os pacientes
foram inclusos no estudo até Margo de 2021, e os registros clinicos atualizados foram
obtidos até Marcgo de 2022, marcando o fim do periodo da analise retrospectiva dos
dados.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP/FCAV), Jaboticabal/SP.

4.2. Estadiamento clinico
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As informagdes completas acerca do estadiamento foram obtidas a partir dos
registros clinicos de cada paciente e incluiram dados da anamnese, sinais clinicos,
exames laboratoriais (hemograma completo e testes bioquimicos), ultrassonografia
abdominal, radiografia toracica em 3 projegdes (latero-lateral direita e esquerda e
ventro-dorsal) e tomografia computadorizada. Todos os pacientes desse estudo
possuiam diagnostico histopatolégico de CUT vesical, e os laudos histopatolégicos
também foram revisados para coleta de informagdes acerca da classificagdo do grau
de invasao tumoral e estadio T.

4.3. Protocolo de tratamento

O protocolo de tratamento e diagnostico foi padronizado para todos os
pacientes, incluindo a técnica cirurgica, avaliagdo histopatoldgica transoperatoria,
assim também como a técnica de aplicagcao da EQT e monitoramento subsequente.
Tais procedimentos foram realizados sempre pela mesma equipe veterinaria,
utilizando os mesmos materiais e aparelhos.

O procedimento cirurgico e de EQT foi realizado com os caes sob anestesia
geral. Para a pré-anestesia, indugdo e manutengdo anestésica, foram utilizadas a

metadona (0.3 mg/kg, IM), propofol (5 mg/kg, IV) e isoflurano, respectivamente.

4.3.1. Acesso cirurgico e avaliagdo histopatologica transoperatoria

O acesso cirurgico foi realizado através da técnica de cistotomia por celiotomia,
adotando-se alguns critérios de segurancga, a fim de evitar a disseminagao de células
tumorais na cavidade abdominal, que incluiram: 1) manipulag&o cuidadosa da bexiga;
2) troca de instrumentais e luvas apos contato com o tumor; 3) em caso de everséo
vesical, foi evitado o contato com a gordura perivascular e com qualquer outra
estrutura externa a parede interna da bexiga.

ApOs a cistotomia e visualizagc&do do tumor, foram coletadas bidpsias incisionais
para diagndstico definitivo, avaliagdo de acometimento da camada serosa e

classificagdo do estadio T (T1, T2 ou T3), através da avaliagdo histopatoldgica
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transoperatoéria por congelagéao, realizada sempre pelo mesmo patologista no interior
do centro cirurgico.

A avaliagdo histopatoldgica transoperatoria utilizou a técnica de histopatologia
por congelagcdo, compreendendo as etapas de analise macroscopica da amostra,
clivagem, congelagdo com CO; comprimido e realizagdo de cortes de
aproximadamente 5 micrémetros de espessura em micrétomo de congelacéo portatil
(Leica) (Figura 2). Em seguida, os cortes foram corados com azul de toluidina e
analisados ao microscopio de luz (Nikon YS2).

Os animais que tiveram a serosa acometida por células neoplasicas nao
receberam a EQT, sendo os mesmos excluidos do estudo (Figura 3A). A Figura 3B
ilustra um corte histolégico de um dos pacientes do estudo em que as células tumorais

estavam confinadas na camada muscular, sem acometimento de serosa.

Figura 2. Processamento de amostra tumoral para analise
histopatoldgica: etapa de congelagdo com liberagdo de COs..
Fonte: VC Lab Pat, SP, Brasil.
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Muscular

INFILTRADO
NEOPLASICO

Serosa

Figura 3. Analises microscopicas realizadas no transoperatorio. A) Invasao de
células neoplasicas em serosa. B) Invasao de células neoplasicas até camada
muscular, com serosa livre. Fonte: VC Lab Pat, SP, Brasil.

4.3.2. Protocolo de EQT

Os pacientes que tiveram confirmado o diagndstico de CUT e que foram
classificados em estadio T1 ou T2, sem acometimento de serosa, receberam o
tratamento com a EQT.

O quimioterapico empregado foi a BLM (3000 Ul/mL) na dose de 15000 UI/m?,
pela via intravenosa. Apdés 8 minutos da aplicagdo do farmaco, os pulsos elétricos
foram aplicados por toda a extensado tumoral assim como por toda a parede interna

da bexiga aparentemente saudavel (Figura 4).
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&

Figura 4. A) Exposigdo do tumor apds cistotomia; B) Aplicagdo da EQT apods
avaliagao histopatoldgica transoperatéria. Fonte: Vet Cancer, SP, Brasil.

O protocolo de eletropermeabilizacao instituido consistiu na aplicacao de oito
pulsos elétricos, com tensédo de 1000 V/cm, duracao de 100 ps e frequéncia de 5 Khz.
Os pulsos foram aplicados preferencialmente dentro de 28 minutos a partir da
administragdao da BLM, segundo recomendagbes do SOP “Operating Procedures of
the Electrochemotherapy for Treatment of Tumor in Dogs and Cats” (Tozon et al.,
2016). O numero de disparos aplicados variou de acordo com o tamanho do tumor,
de forma que os pulsos elétricos abrangessem a totalidade da area tumoral e da
parede vesical aparentemente sem lesdes.

O aparelho gerador de pulsos utilizado foi o VETCP 125® (VET
CANCER/IMPLASTIC, Sao Paulo, SP — Brasil) (Figura 5), o qual é composto por duas
sequéncias de trés agulhas (1,1 mm de espessura cada) de ago inoxidavel
equidistantes por 5 mm e com distancia de 3 mm entre as agulhas ipsilaterais (Figura
6).



Figura 5. Aparelho gerador de pulsos VETCP 125® (VET
CANCER/ IMPLASTIC, Sao Paulo, SP, Brasil).

Figura 6. Eletrodo VETCP 125® (VET CANCER/IMPLASTIC, S&o Paulo,
SP, Brasil).

33
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4.4. Monitoracao e Avaliacao de Resposta

A monitoragcdo pos-operatoria assim como o método de avaliacdo da eficacia
do tratamento foi realizada da mesma maneira para todos os animais do estudo. Apés
o término do procedimento, os pacientes permaneceram internados com sonda uretral
por no minimo 48 horas, para serem monitorados quanto aos possiveis efeitos
colaterais anestésicos, débito urinario e controle de dor.

ApOs esse periodo, receberam alta médica e foram examinados nos dias 7, 14,
21 e 30 do pos-cirurgico, e depois, a cada 30 dias durante o periodo de tratamento.
Em cada retorno foram realizados os seguintes exames: 1) exame fisico completo; 2)
exames hematologicos (hemograma, creatinina, uréia, ALT e FA) e 3) ultrassonografia
abdominal. As radiografias toracicas foram realizadas a cada 3 meses a fim de
monitorar a possivel disseminacdo metastatica para os pulmoes.

A resposta local ao tratamento e a necessidade de sessdes adicionais foram
determinadas através do resultado do exame de ultrassonografia abdominal, realizada
a cada retorno. Foi padronizado que a ultrassonografia abdominal fosse realizada
sempre pelo o mesmo ultrassonografista, com o animal na mesma posi¢cdo de
decubito, utilizando o mesmo equipamento e com a bexiga sempre repleta, seguindo
as recomendacdes de Fulkerson e Knapp (2015).

A resposta a terapia foi determinada apds 30 dias de cada sesséo de EQT e no
fim do periodo de tratamento, sendo classificada de acordo com o “Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors” (RECIST) (Eisenhauer et al., 2009) em: resposta
completa (RC), quando houve o total desaparecimento da lesdo, resposta parcial
(RP), quando houve a reducdo da lesdo em mais de 30%, doenca estavel (DE),
quando a lesdo ndao aumentou em mais de 20% e nem diminuiu em mais de 30%, e
por fim, doenga progressiva (DP), quando houve o aumento da lesdo em mais de 20%.
A partir destes dados, foi determinada a necessidade de novas sessdes de EQT. A
avaliacdo da eficiéncia antitumoral da EQT também foi determinada com base no
monitoramento da ocorréncia de metastases e de doenga progressiva.

O periodo de tratamento foi individualizado para cada paciente e determinado
como o periodo entre a primeira e ultima sessdo de EQT realizada. Apés o fim do

periodo de tratamento os animais foram acompanhados em retornos a cada 60 dias
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nos 6 primeiros meses, € a cada 90 dias até completar 12 meses pods-tratamento,
sendo este periodo definido como o periodo de observagao. Apds esse periodo, 0s
animais eram acompanhados de forma remota e, quando necessitassem de
reavaliagdes, de forma presencial.

Novas sessbes de EQT foram instituidas quando houve a identificagcdo de
evidéncia macroscopica do tumor durante a ultrassonografia abdominal, no minimo
30 dias apds o procedimento de EQT prévio. Nos pacientes em que foi identificada a
remissdo completa do tumor através da ultrassonografia abdominal, um novo
procedimento cirurgico também era solicitado para a confirmac&o da auséncia de
doenga microscoépica residual através da avaliagédo histologica transoperatéria. Nos
casos em que ainda houvesse a presenca de células tumorais, uma nova sessao de
EQT foi instituida.

O tempo de sobrevida foi determinado como o periodo entre o diagnostico até
0 Obito do paciente ou fim do periodo do estudo. A duracédo da resposta, ou tempo
livre de progresséo, foi calculada para todos os pacientes do estudo que obtiveram
RC, RP ou DE, consistindo no periodo entre a obtencdo da resposta até a recidiva
tumoral, progressao tumoral ou obito. Os pacientes que atingissem DP dentro do
periodo de tratamento seriam direcionados para outras terapias.

4.5. Avaliagao de Toxicidade e de Eventos Adversos

Todos os eventos que ocorreram durante o ensaio clinico, ou dentro dos 30 dias
subsequentes, e que estivessem relacionados com o tratamento ou ndo, foram
considerados eventos adversos e documentados nos registros clinicos a cada retorno.

A partir da analise desses registros, esses eventos adversos foram graduados
de acordo com os critérios classicos de toxicidade clinica definidos pela escala de
toxicidade do “Veterinary Cooperative Oncology Group” (VCOG, 2011), em: 1) Leve;
2) Moderado; 3) Complicacédo dificil que requer tratamento e cuidados veterinarios; 4)
Estado de risco de vida que requer assisténcia veterinaria imediata e 5) Obito.
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4.6. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do pacote estatistico SPSS
Statistics 25 (IBM®, Nova lorque, Estados Unidos) e para todos os testes realizados
utilizou-se intervalo de confianga de 95% (P < 0.05). Os resultados referentes a raca,
sexo, idade, status reprodutivo, peso, TNM, escore VCOG, causa do obito e recidiva
foram apresentados de forma descritiva e, quando aplicavel, com média e desvio
padrao. As variaveis de tempo de sobrevida e duragdo da resposta ao tratamento
foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, apds isso, realizou-se
teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes para verificar se havia diferenca
entre estas variaveis em relacdo ao numero de sessdes de EQT, assim como para
verificar diferengas entre os tempos de sobrevida e duragdo da resposta geral nos
pacientes com resposta completa que apresentaram recidiva. Foi realizado teste U de
Mann-Whitney para verificar se houve diferenga nos tempos de sobrevida e duragao
de resposta geral em relagdo ao tipo de resposta (parcial ou completa). Ainda, foi
realizada curva de Kaplan-Méier para verificar se houve diferenca nos tempos de
sobrevida e duragdo da resposta ao tratamento nos diferentes grupos (numero de
sessodes), considerando obito como evento, além de serem determinadas as médias

e desvios padrdes para todos os tempos avaliados.

5. RESULTADOS

5.1. Dados demograficos

Dos 21 caes selecionados no estudo, 38,1% (n=8) eram machos, com idade
meédia de 11 £ 2,93 anos e 8,65 + 3,97 kg de peso corporal, todos estes apresentaram
um TNM = T2 (Tabela 5). Os 13 animais restantes eram fémeas, com idade média de
11,69 £ 2,02 anos e um peso corporal de 8,89 + 6,65 kg, sendo que duas destas
apresentam TNM =T1, e as 11 restantes TNM = T2. Apenas um macho estava inteiro,

o restante dos machos e todas as fémeas eram castrados.
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Tabela 5. Média e desvio padrdo da idade, peso e escore VCOG, dos animais
utilizados no estudo, em fungao do sexo.

Sexo n % Idade (anos) Peso (kg) TNM T TNM T2

Macho 8 381 11,00+293 8,65+ 3,97 0 8

Fémea 13 619 11,69+202  8,89+6,65 2 11
Total 21 100 11,42%+2,36 8,80 5,66 2 19

As racas mais acometidas neste estudo foram Shih-tzu (19%; n=4) e Poodle
(19%:; n=4), seguidos pela raga Lhasa Apso (14,2%; n=3). Os demais caes pertenciam
as seguintes ragas: Maltés, Daschound, Pug, Schnauzer, Yorkshire, Labrador,
Buldogue Francés e Sem Racga Definida (SRD) (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuigéo racial (%) dos animais utilizados no estudo

Raca n %
Shih-tzu 4 19%
Poodle 4 19%
Lhasa Apso 3 14,2%
Maltes 2 9,5%
Daschound 2 9,5%
Pug 1 4,7%
Schnauzer 1 4.7%
Yorkshire 1 4,7%
Labrador 1 4,7%
Buldogue 1 4.7%
Frances
SRD 1 4,7%
Total 21

5.2. Avaliagao de seguranga

No que se refere as complicacdes e efeitos adversos, nenhum paciente veio a
obito durante o procedimento de EQT ou no pds-operatério imediato, assim como
nenhum paciente apresentou deiscéncia de sutura ou desenvolvimento de

uroperitdbneo. Dos 21 pacientes, 19 (90,4%) apresentaram efeitos adversos leves



38

(VCOG=1) durante o pos-operatorio (Tabela 7), que foram similares aos sinais clinicos
que ja haviam sido manifestados na apresentagao inicial, incluindo polaciuria,
estranguria e disuria. No entanto, um efeito adverso observado em todos os pacientes
no pos-operatoério, que nao havia ocorrido previamente, foi a incontinéncia urinaria
transitéria, com duracdo variando de 7 a 86 dias.

Dois pacientes (9,5%; 2/21) apresentaram complicagdes em que foi necessario
tratamento veterinario (VCOG = 3). Esses pacientes desenvolveram estenose de
ureter 69 e 73 dias apds o procedimento e, portanto, foram submetidos imediatamente
a um procedimento cirurgico de anaplastia uretral com colocagao de cateter “duplo J”,
0 qual permaneceu nos pacientes por um determinado numero de dias. os pacientes
toleraram bem essa intervencdo, ndo havendo comprometimento na qualidade de

vida, segundo a percepgao dos tutores e as avaliagdes clinicas subsequentes.

5.3. Causas de 6bito

Nesse estudo, dois pacientes vieram a 6bito decorrente da progressao do CUT,
um deles devido a doenca metastatica pulmonar, sendo o unico do estudo a
desenvolver metastases, e o outro, devido a progressao tumoral local, que ocorreu
apos o periodo de observacao. Os demais pacientes (n=19) vieram a ébito por causas
nao relacionadas ao tumor ou a terapia instituida (Tabela 7).

No final do periodo do estudo, dois caes continuaram vivos, um em RC e outro
com recidiva apos ter sido classificado como RC, com TMS de 499 e 571 dias e tendo
recebido uma e trés sessdes de EQT, respectivamente. Dos 19 animais que vieram a
obito, seis (31,5%) vieram a 6bito sem evidéncia tumoral (em RC), 10 (52,6%) vieram
a obito com a presenga do tumor (em RP ou recidiva apds RC) e 3/19 (15,7%) vieram

a obito antes da determinagéo da resposta (NA) (Tabela 7).

5.4. Numero e intervalo entre sessoes

Dos 21 céaes do estudo, 12 (57,1%) receberam uma sessao (grupo 1S), e seis
(28,5%) e trés (14,2%) receberam duas e trés sessdes, respectivamente (grupos 2S5
e 3S). O intervalo entre as sessdes variou de 33 a 70 dias, com média e desvio padréao
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de intervalo entre a primeira e segunda sessao de 52 dias (x 15,9 dias) e entre a

segunda e terceira sessao de 45 (+ 13,6 dias).

5.5. Avaliagao de resposta

A monitoragcdo da resposta a terapia foi instituida para todos os pacientes
através da avaliagdo ultrassonografica abdominal a cada retorno. Além da
ultrassonografia, a tomografia computadorizada da regido abdominal foi realizada em
28,5% dos pacientes (6/21). A Figura 7 demonstra a monitoragéo ultrassonografica
realizada em um paciente do estudo que obteve RC apds a primeira sessao, e
manteve essa resposta até vir a ébito por outra causa.

De forma geral, 13 caes (61,9%) obtiveram RC, e cinco (23,8%) obtiveram RP.
Os trés pacientes restantes (14,3%) nao tiveram a resposta avaliada (NA), uma vez
que vieram a Obito antes do tempo determinado para avaliagédo da resposta, por
motivos ndo relacionados ao tumor (Tabela 7). A taxa de resposta global ao tratamento
na populagao estudada foi de 100%. Nenhum animal do estudo foi classificado com
DE ou DP dentro do periodo de observacéo.

Com relagdo ao numero de sessdes, dos nove animais avaliados no grupo 1S,
dois (22,22%) apresentaram RP e sete (77,78%), RC. Dos seis animais avaliados do
grupo 2S, 50% apresentaram RP e 50% RC, e dos trés cédes do grupo 3S, todos
apresentaram RC.

Dentre os 13 animais que obtiveram RC no estudo, 10 a atingiram na primeira
sessdo, dois na segunda sessao e apenas um necessitou de trés sessdes para atingir
a RC. O procedimento adicional foi realizado em 38,4% (5/13) dos animais com RC,
sendo trés pertencentes ao grupo 2S (RC atingida na primeira sessao) e dois do grupo
de 3S (RC atingida na segunda sess&o). Todos os animais que passaram por esse
procedimento adicional receberam também, no mesmo tempo cirurgico, mais uma

sessao de EQT devido a identificacdo de doenca microscopica residual.



BEXIGA

Figura 7. Resposta completa obtida apds uma sesséo de EQT. Figura A) Tumor
em parede vesical antes da primeira sessdo; Figura B) Avaliacédo de
monitoramento, animal em RC, sem recidiva, ha 17 meses apds a primeira
sessao.
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Tabela 7. Informagdes descritivas gerais sobre as caracteristicas tumorais, tratamento, dados de sobrevivéncia e ébito, para cada

paciente.

N  Localizagao g0y Numerode oo oosta  Recidiva VCOG DMR* TMS*  Causa do 6bito
tumoral sessdes EQT

1 Crénio-dorsal T 1 RP - 1 517 517 (progrec;g;o local)
2 Trigono T2 3 RC Sim 1 790 866 Outro tumor
3 Apice T2 1 RC Nao 1 30 30 Ulcera perfurada
4 Crénio-dorsal T2 1 RC Nao 1 147 147 Peliose hepatica
5 Trigono T2 3 RC Nao 1 981 1021 DRC
6 Apice T2 1 RC Sim 1 353 740 Outro tumor
7 Trigono T2 2 RC N&o 1 199 199 Outro tumor
8 Trigono T2 1 RC Nao 1 166 166 CUT (metastase)
9 Trigono T2 2 RC Sim 1 257 595 DRC
10 Trigono T2 1 RC N&o 1 978 978 Outro tumor
11 Trigono T2 2 RC Sim 1 244 1015 DRC
12 Trigono T2 1 NA - 1 - 20 DRC
13 Trigono T2 1 NA - 1 - 7 Tr°mpbu°|;rgﬁgl'sm°
14 Trigono T2 2 RP - 1 283 283 Hemoparasitose
15 Trigono T1 1 RC Nao 1 495 515 Cardiopatia
16 Trigono T2 2 RP - 1 284 284 Sepse
17 Trigono T2 2 RP - 3 168 168 Sepse
18 Trigono T2 1 RP - 1 155 155 Outro tumor
19 Trigono T2 1 RC Nao 1 499 499 Vivo
20 Crénio-dorsal T2 3 RC Sim 3 130 571 Vivo
21 Trigono T2 1 NA - 1 - 34 Hemoparasitose

* Dias; RP: N: Paciente niumero; Resposta parcial; RC: Resposta completa; NA: Nao avaliada; TMS: Tempo médio de sobrevida; DMR: Duragdo média de

resposta; CUT: Carcinoma urotelial; DRC: Doencga renal crénica.



42

5.6. Avaliagao preliminar da eficiéncia

Para os 21 c&es inclusos nesse estudo, o tempo médio de sobrevida (TMS) foi
de 419 dias £ 346,16 dias (variando de 7 a 1021 dias) e a duragdo média de resposta
(DMR) foi de 370 dias + 278,68 dias (variando de 30 a 981 dias).

Para a avaliacdo da influéncia do tipo de resposta sobre as variaveis de
sobrevida e duragao de resposta, o TMS e a DMR foram calculados para os grupos
RC e RP e comparados entre si (Tabela 8). De acordo com a analise U de Mann-
Whitney, o tipo de resposta nao influenciou o TMS nem a DMR dos pacientes (P=0,208

e P=0,924, respectivamente).

Tabela 8. Média e desvio padrao da média dos dias de sobrevida em funcéo do tipo
de resposta.

TEMPO (dias) (no13) (ns5) p-valor’
Te“;'g%::\‘,’%i: de 564,77 + 349 3 2814 + 145,22 0.208
12 VNP :
TS) (30-1021) (155-517)
D“raf::p':;g'a de 4053143238 281.4 + 14522 0504
12 TR t2 .
(DMR) (30-981) (155-517)

! dias; ? intervalo de variacdo; ° avaliados entre os grupos resposta parcial e resposta
completa utilizando o teste de Mann-Whitney.

De forma geral, a taxa de recidiva para os caes que obtiveram RC foi de 38,4%
(5/13). Para analisar se a ocorréncia de recidiva exerceu influéncia sobre o tempo de
sobrevida e duragao de resposta, o TMS e DMR foram calculados para os caes com
RC que apresentaram a recidiva e para aqueles que nao a apresentaram (Tabela 9).

De acordo com a analise comparativa de Kruskal-Wallis, os animais que
apresentaram recidiva tumoral atingiram uma TMS significativamente superior que
aqueles que nao apresentaram recidiva (P=0,016). No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre esses grupos ao analisar a DMR (P=0,983) (Tabela 9).

Com relacdo ao numero de sessdes, dentre os pacientes com recidiva, um
pertencia ao grupo 1S, dois ao grupo 2S e dois ao grupo 3S, e um deles ainda

permanece vivo, com sobrevida de 571 dias (grupo 3S). Ja os cdes que nao
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apresentaram recidiva, seis pertenciam ao grupo 1S, um ao grupo 2S e um ao grupo

3S. Destes, um animal continua vivo (grupo 1S).

Tabela 9. Média e desvio padrdo do TMS e DMR em funcéo da ocorréncia de recidiva
para os animais que atingiram RC.

TEMPO (dias) RC com recidiva RC sem recidiva p-valor®
(n=5) (n=8)
Tempo médio 757,4 £ 186,79 477,22 + 382,30 0.016
de sobrevida (571-1015)"2 (30-1021)"2
(TMS)"
Duragdo média  354,8 + 25582 436,88 + 373,37 0.983
de resposta (130-790)"? (30-981)"?
(DMR)"

! dias; “ intervalo de variacdo; ° avaliados entre os grupos resposta parcial e resposta
completa utilizando o teste de Kruskal-Wallis.

Ainda, o TMS e a DMR foram comparados entre os grupos 1S, 2S e 3S, para a
avaliacao da influéncia do numero de sessdes sobre o tempo de sobrevida e controle
local da doenga (Tabela 10). Essas variaveis ndo apresentaram diferenga significativa
entre os grupos (P=0,645 e P=0,052, respectivamente).

Tabela 10. Média e desvio padrdo da DMR e TMS em pacientes com carcinoma
vesical submetidos a uma (1S), duas (2S) ou trés (3S) sessdes de eletroquimioterapia.

Numero de sessoes

1S 2S 3S p-valor®
(n=12) (n=4) (n=5)

Duracgao

média de 37219’3 gi 239,17 + 46,8 6226’36572* 0.645

resposta 30.978)'2 (168-284)"2 130.981)12 ’
Tempo médio 317,33 £ 819,33 =
de sobrevida 323,74 ?125‘8?1%21%)812 228.6 0,052

(TMS)’ (7-978)"? (571-1021)"?

! dias; ? intervalo de variagao; ® comparados entre os grupos pelo teste de Kruskal-
Wallis.

O TMS e a DMR também foram comparados entre os trés grupos de

acordo com o numero de sessoes através do método de analise de sobrevivéncia de
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Kaplan-Méier, ndo revelando diferenga significativa entre os grupos, para ambas as

analises (P=0,062 e P=0,069, respectivamente) (Figuras 8 e 9).

Fungées de sobrevivéncia
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0 200 400 600 800 1000 1200
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Figura 8. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (p< 0,05) para tempo de sobrevida
segundo o numero de sessdes. 1S = uma unica sesséo (n=12); 2S duas sessdes
(n=6); 3S = trés sessdes (n=3); (P = 0,062). Pacientes vivos ao final do estudo foram
censurad
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Fungées de sobrevivéncia
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Figura 9. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (p < 0,05) para tempo de duragao
de resposta segundo o numero de sessdes. 1S = uma unica sessao (n=12); 2S duas
sessdes (n=5); 3S = trés sessdes (n=3) (P = 0,069). Pacientes vivos ao final do
estudo foram censurados.

6. DISCUSSAO

O CUT representa a neoplasia maligna vesical mais comumente diagnosticada
na espécie canina, surgindo com maior frequéncia em regido de trigono. O tratamento
cirargico é considerado a terapia local de eleicdo, no entanto, a impossibilidade de
preservagao da regido trigonal limita sua aplicagdo, tornando-a pouco viavel na
maioria dos casos. Dessa forma, a terapia medicamentosa, com o uso de
quimioterapicos e AINEs, representa a modalidade terapéutica mais utilizada nesses
pacientes, mesmo que proporcionando o controle da doenga por um limitado periodo
de tempo. Assim, novas abordagens terapéuticas sdo necessarias para um controle
local mais eficaz e duradouro do CUT vesical (Fulkerson e Knapp, 2020; Knapp et al.,
2020).

Nesse contexto, a EQT se apresenta como uma alternativa de tratamento

ablativo local, com as vantagens de possuir baixo custo e ser uma terapia seletiva,
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que permite a conservagao de estruturas anatdmicas importantes, principalmente
quando os tumores estdo em sitios de dificil ressec¢ao cirurgica. Nos ultimos anos,
diversos estudos clinicos foram publicados demonstrando a efetividade da EQT em
diferentes tipos tumorais, tanto em humanos, quanto em animais (Plaschke et al.,
2016; Maglietti et al., 2017; Gehl et al., 2018; Spugnini et al., 2019; Tellado et al., 2020;
Simcic et al., 2021).

Nesse contexto, a EQT tem demonstrado resultados promissores em diferentes
tipos de carcinomas em caes, incluindo os carcinomas de células escamosas,
carcinomas de sacos anais e carcinomas nasais (Spugnini et al., 2008; Maglietti et al.,
2017; Spugnini et al., 2019; Simcic et al., 2021). A EQT também demonstrou ser
segura em estudos preliminares com carcinomas pancreaticos e hepatocelulares em
humanos, representando uma uma possibilidade viavel para o tratamento de tumores
viscerais (Granata et al., 2015; Djokic et al., 2018).

No entanto, até o momento, apenas dois estudos foram publicados relatando o
uso da EQT em cées com CUT vesical (dois e trés cées, em cada estudo), com
resultados distintos entre si (Rangel et al., 2018; Dos Anjos et al., 2020). Diante disso,
considerando as particularidades anatdbmicas da bexiga, assim como os efeitos
causados pela EQT nesse 6rgéo, sdo necessarios estudos com uma maior amostra
populacional de cées para a determinagdo da seguranga e viabilidade da aplicagao
da técnica em pacientes caninos, e futuramente, possibilitar sua aplicagdo também
em humanos.

Com base no exposto, este estudo retrospectivo avaliou, primariamente, a
seguranca e viabilidade do uso da EQT no tratamento do CUT vesical em um grupo
de 21 caes. Além disso, também objetivou-se definir o protocolo de aplicagdo mais
adequado e, ainda, obter informacgdes preliminares quanto a sua eficiéncia sobre
esses tumores.

No presente estudo, os dados demograficos relacionados a predisposigao de
género, idade ao diagndstico e status reprodutivo estiveram de acordo com diferentes
autores, com a maior parcela dos pacientes inclusos sendo fémeas (61,9%), a idade
meédia ao diagndstico de 11 anos, para ambos os géneros, e a maior parcela dos
pacientes sendo castrados (95,2%) (Arnold et al., 2011; Knapp et al., 2014; De Brot et
al., 2018; Grassinger et al., 2019).
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Diversos estudos relatam que caes das racas Terrier Escocés, Terrier Branco
das Terras Altas Ocidentais e Pastor Australiano possuem maior predisposi¢cao ao
desenvolvimento do CUT vesical (Knapp et al., 2014; Grassinger et al., 2017; Marvel
et al., 2017; De Brot et al., 2018). No entanto, cdes de tais ragcas nao foram
representados neste estudo, o qual apresentou maior incidéncia (38%) de cées das
racas Shih-tzu e Poodle. Esse fato pode estar relacionado as diferengcas na
distribui¢ao racial entre a populacido canina dos Estados Unidos, Europa e Brasil.

Segundo Mir et al. (2006), o mecanismo de agao da EQT com a BLM leva a
destruicao seletiva das células tumorais eletropermeabilizadas, levando ao processo
de morte tecidual e necrose tumoral. Nesse contexto, € possivel assumir que a
utilizacdo da técnica em tumores vesicais que se infiltram na ultima camada de
revestimento da bexiga, ou que ja estdo invadindo 6rgaos adjacentes (estadios T2
com invasao de serosa e T3, respectivamente), acarretaria riscos significativos de
complicagbes severas, como o desenvolvimento de ruptura vesical e uroperitdneo,
considerados emergéncias urologicas.

Diante disso, a auséncia de infiltracdo tumoral na camada serosa, confirmada
por analise histopatoldgica transcirurgica, foi padronizada como um critério de
segurancga na selegao de pacientes elegiveis ao tratamento no centro oncoldgico do
qual foram obtidos os dados. Por conseguinte, todos os caes inclusos neste estudo
foram diagnosticados com CUT em estadio T1 ou T2 sem invasao de serosa.

A maioria dos cées (90,4% - 19/21) foram classificados em estadio T2, e apenas
9,6% (2/21) classificados como T1, corroborando com os dados encontrados na
literatura, que demonstram que os tumores T2, musculo-invasivos, representam cerca
de 68-78% da casuistica do CUT em caes (Knapp et al., 2014; De Brot et al., 2018).

No presente estudo, nenhum dos pacientes veio a ébito durante o procedimento
ou no poés-operatério imediato, assim também como ndo houve a ocorréncia de
rompimento vesical, uroperitdneo ou deiscéncia de sutura. De forma similar, Rangel
et al. (2018) realizaram a EQT com BLM em dois cdes com CUT, também adotando a
auséncia de infiltracdo tumoral em camada serosa como critério de seguranga na
selecao dos pacientes. Os dois animais deste estudo também nio desenvolveram as

complicagbes acima mencionadas. Tais resultados positivos, obtidos em ambos os
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estudos, reforcam a importancia da avaliagao histopatologica da serosa como critério
de seguranga na selegao de pacientes.

O quimioterapico de escolha para a realizacdo da EQT no presente estudo foi
a BLM, por via intravenosa, uma vez que este farmaco possui um mecanismo de agao
seletivo contra o tecido tumoral, minimizando a quantidade de tecido necrético
formado apos o procedimento, e consequentemente, a formagdo de émbolos
neoplasicos que podem se deslocar e levar a obstrugdes das vias urinarias. Além
disso, a administracdo intravenosa propicia uma distribuicdo uniforme do farmaco,
permitindo o tratamento de toda a parede da bexiga, além da area tumoral, atingindo
também possiveis focos microscépicos de tumor (Tounekti et al., 1993; Mir et al., 2006;
Rangel et al., 2018).

Com relacdo aos efeitos adversos e taxas de complicacbes apds o
procedimento, mais de 90% dos pacientes deste estudo desenvolveram efeitos
adversos leves (escore VCOG = 1), que consistiram em polaciuria, estranguria e
disuria, sinais similares aqueles manifestados na apresentacao inicial.

O unico sinal clinico apresentado por todos os pacientes, e que ainda nao havia
sido manifestado na apresentacao inicial, foi a incontinéncia urinaria transitoria, com
duragdo variando de 7 a 86 dias. Estes dados estdo de acordo com o estudo de Rangel
et al. (2018), o qual relatou efeitos adversos leves nos dois cées tratados com EQT,
incluindo a incontinéncia urinaria com duracdo de 56 e 76 dias. O desenvolvimento
desse quadro pode ser decorrente da inflamacao e edema transitérios causados pela
EQT na mucosa da bexiga, levando a espasmos musculares involuntarios.

Dois pacientes (9,5%) deste estudo, entretanto, desenvolveram estenose de
ureter 69 e 73 dias ap0s a segunda sessao, respectivamente, sendo classificados com
escore VCOG = 3. O desenvolvimento da estenose ureteral pode ser atribuido a
formacéo local de fibrose cicatricial, efeito esperado apds a EQT devido a morte do
tecido tumoral, no entanto, ha um maior risco para sua ocorréncia quando o tecido
fibrético formado é mais extenso.

Apesar disso, a taxa de complicacdo deste estudo foi bem inferior quando
comparada as dos estudos que avaliam a cistectomia total ou parcial como tratamento
local para o CUT canino. No estudo de Saeki et al. (2015), 70% dos cées (7/10) que

passaram pela cistectomia total com desvio ureteral em prepucio ou vagina,
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apresentaram complicagdes importantes que incluiram deiscéncia de sutura da
ureterostomia, azotemia, obstrugédo ureteral e pielonefrite.

A cistectomia parcial, apesar de ser um procedimento de menor complexidade,
quando comparado a cistectomia total, ainda apresenta uma taxa de complicagao
consideravel. No estudo Stone et al. (1996), dois dos 11 c&es tratados com cistectomia
parcial apresentaram deiscéncia de sutura e uroperitdbneo. De forma similar, no estudo
de Marvel et al. (2017), 43% dos caes que passaram por esse procedimento (16/37)
apresentaram complicagbes, sendo as mais graves: deiscéncia de sutura,
uroperitdbneo e extensa hemorragia transoperatoria.

A disseminacao de células neoplasicas do CUT em parede abdominal € uma
complicagdo passivel de ocorrer decorrente da manipulagdo cirurgica da bexiga
acometida pelo tumor. Segundo o estudo de Higuchi et al. (2013), 75% (18/24) dos
cdes desenvolveram essa complicagdo apos o procedimento de cistotomia, e
apresentaram tempo médio de sobrevida de apenas 57 dias. Ja no estudo Marvel et
al. (2017), 10% (4/37) dos cées que passaram por cistectomia parcial apresentaram
disseminagdo tumoral em parede abdominal. Em contrapartida, nenhum dos
pacientes do presente estudo apresentou disseminacao tumoral ou focos metastaticos
em parede abdominal decorrentes da cistotomia e EQT. Esses resultados podem ser
atribuidos aos critérios de seguranga adotados durante a manipulagéo vesical,
reforcando a ideia de que os mesmos sdo efetivos em minimizar os riscos de
ocorréncia dessa complicagéo.

Com relagéo a taxa de ébito do presente estudo, apenas 9,5% dos caes (2/21)
vieram a obito em decorréncia do CUT, sendo um devido a progresséo local do tumor
e o0 outro devido ao desenvolvimento de metastase pulmonar. Essa taxa foi
significativamente inferior aquela encontrada no estudo de Bradburry et al. (2021), em
que 91% dos cées (43/47), tratados com cistectomia parcial e/ou quimioterapia,
vieram a obito devido a progressao da doenga. No entanto, é importante considerar
que no estudo supracitado foram inclusos cées em estadiamento mais avangando (T3)
que foram tratados apenas com quimioterapia, o que pode também ter contribuido
para essa maior taxa de progressao. No estudo de Stone et al. (1996), que também

analisou a eficacia da cistectomia parcial, 45% dos caes (5/11) vieram a ébito devido
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a progressao da doenga. Nesse ultimo estudo, porém, nenhum dos pacientes foi
classificado em estadio T3.

No presente estudo, o cao que veio a 6bito devido a progresséo local da doenga
passou por uma sessdo de EQT, com obtencéo de RP e recusa dos tutores por novas
sessodes ou outro tipo de tratamento. Ainda assim, seu tempo de sobrevida foi de 517
dias, considerado ainda acima da média para cides com CUT tratados com terapias
medicamentosas e/ou cirurgicas (Marconato et al., 2011; Knapp et al., 2016; Marvel
et al., 2017; Bradburry et al., 2021).

Segundo Knapp et al. (2014), a taxa metastatica do CUT canino é considerada
baixa no momento do diagndstico (16%), porém, essa taxa pode chegar a mais de
50% no momento do Obito, sendo os pulmdes o sitio mais afetado. Em contrapartida,
no presente estudo, apenas um animal desenvolveu metastases, sendo esta, em
pulmdes. No entanto, a avaliacdo toracica para o estadiamento foi realizada apenas
por radiografia, sendo importante considerar que a identificagdo de nodulos
pulmonares menores que 3 mm sO €& possivel por meio da tomografia
computadorizada de torax (Armbrust et al., 2012).

Neste estudo, a ultrassonografia abdominal foi padronizada como o exame de
imagem para monitoragdo da resposta a terapia para todos os pacientes. Segundo
Fulkerson e Knapp (2015), a ultrassonografia é considerada o exame de imagem com
melhor custo-beneficio para a monitoracdo de resposta em pacientes com tumores
vesicais submetidos a diferentes terapias, uma vez que sua realizagdo seja sempre
com o mesmo operador e 0 animal com a mesma replegao vesical e posicao, critérios
estes adotados no presente estudo.

Com relagéo a avaliagédo de resposta, a taxa de resposta objetiva deste estudo
foi de 100%, com 61,9% dos céaes apresentando RC e 23,8% apresentando RP.
Nenhum dos caes foi classificado como DE ou DP, dentro do periodo de observagao.
Essa taxa de resposta foi consideravelmente superior aquelas dos estudos que
avaliam o uso de diferentes protocolos medicamentosos (quimioterapicos e/ou AINES)
como terapia unica para caes com CUT, que variam de 17,6% a 39,2% (Knapp et al.,
1994; Arnold et al., 2011; Marconato et al., 2011; Knapp et al., 2016; Rippi et al., 2016).

Marconato et al. (2011) utilizaram o protocolo de gencitabina com piroxicam,
obtendo resposta objetiva de 27%, com 5,4% dos pacientes obtendo RC, 21,6%, RP,
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51,4% DE e 21,6%, DP. De forma similar, Knapp et al. (2016) avaliou o protocolo de
vimblastina associada ao piroxicam, o qual proporcionou resposta objetiva de 39,2%,
no entanto nenhum animal atingiu RC. E importante ressaltar que nesses dois estudos
acima descritos, houve uma taxa de ocorréncia de tumores em estadio avangado (T3)
de 22 a 23%, respectivamente, enquanto que no presente estudo n&o houve tumores
nesse estadiamento. Ainda assim, é possivel inferir com os resultados obtidos que a
EQT ofereceu uma melhor taxa de resposta objetiva e controle da doenga, quando
comparados aos resultados ja publicados com tratamentos medicamentosos.

Com relacdo a duracao da resposta a terapia, o presente estudo obteve uma
DMR global de 370 dias, e o tipo de resposta (RC e RP) ndo pareceu influenciar essa
variavel (P=0,924). Em comparacgao, a duragéo da resposta nesse estudo foi superior
aquelas obtidas por Marvel et al. (2017) e Braduburry et al. (2021), que avaliaram a
cistectomia parcial em caes com CUT distante do trigono e obtiveram uma duragéo
de resposta global de 235 dias e 85 dias, respectivamente.

A DMR obtida no presente estudo também foi superior aquelas encontradas em
diversos estudos publicados que avaliaram a eficacia de terapias medicamentosas,
que variaram de 96 a 199 dias (Henry et al., 2003; Arnold et al., 2011; Knapp et al.,
2013; Gustafson et al., 2019).

Um dos maiores desafios no tratamento do CUT vesical é a alta taxa de recidiva
apo6s a cistectomia parcial, que pode variar de 66 a 100%, mesmo quando o tumor é
removido com margens histologicas completas (Stone et al., 1996; Marvel et al., 2017,
Bradubury et al., 2021). Esses resultados podem ser justificados pelo “efeito de
cancerizagdo em campo”, que hipotetiza que a agédo dos carcindgenos sobre o urotélio
vesical ocorre de forma uniforme, levando ao desenvolvimento de multiplos focos
metastaticos microscépicos por toda a parede da bexiga (Strandgaard et al., 2020).

Em comparacédo, no presente estudo, dos 13 cdes que atingiram RC, 5
sofreram recidiva local do tumor, configurando uma taxa de recidiva de 38,4%,
consideravelmente inferior aquelas dos estudos mencionados previamente. O tempo
meédio para o desenvolvimento da recidiva nestes caes foi de 354 dias, sendo superior
as medianas de duracao de resposta obtidas nos estudos de Marvel et al. (2017) e
Bradburry et al. (2021), que foram de 101 dias e 85 dias, respectivamente, para os

caes que sofreram progressao ou recidiva.
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A menor taxa de recidiva alcangada no presente estudo pode ser atribuida ao
fato de que a toda a parede da bexiga foi tratada com a EQT, destruindo possiveis
focos microscopicos de tumor ao longo do urotélio aparentemente saudavel,
minimizando assim, a ocorréncia de novos crescimentos. E ainda, a aplicagdo dos
pulsos elétricos por toda a parede da bexiga, também minimiza a ocorréncia de
implantagéo de células tumorais em tecido vesical saudavel.

Além disso, nos dois estudos previamente mencionados (Marvel et al., 2017;
Bradburry et al., 2021) a terapia medicamentosa (quimioterapicos e/ou AINEs) foi
instituida apods a cirurgia, o que ndo ocorreu no presente estudo. Esse fato indica que,
mesmo sendo instituida como terapia unica, a EQT promoveu um controle de recidiva
e progressao da doenga de forma mais eficiente que a terapia multimodal nesses
estudos.

Curiosamente, segundo os resultados obtidos no presente estudo, o TMS do
grupo de caes que atingiram a RC e sofreram recidiva tumoral (n=5) foi
significativamente maior (P=0,016) que aqueles que atingiram RC mas n&o sofreram
recidiva do tumor (n=8). Esse dado pode ser considerado contraditorio, uma vez que
a ocorréncia de recidiva indica a progressao da doencga. Entretanto, o TMS inferior
dos caes que nao sofreram recidiva pode ser atribuido ao fato de que os mesmos
acabaram desenvolvendo outras comorbidades que levaram ao seu oObito antes do
desenvolvimento da recidiva. Ja os caes que sofreram a recidiva, teriam vivido tempo
suficiente para que a mesma tenha se manifestado. Além disso, a ocorréncia da
recidiva ndo pareceu influenciar a DMR entre esses dois grupos de pacientes
(P=0,983).

Com relagdo ao tempo de sobrevida, estudos que avaliaram a cistectomia
parcial como tratamento para tumores de bexiga distantes do trigono, obtiveram uma
mediana de sobrevida de 348 a 498 dias (Norris et al., 1992; Stone et al., 1996; Marvel
et al., 2017; Bradubury et al., 2021). Nesses estudos a quimioterapia adjuvante e/ou
AINEs foram associadas a cirurgia para a maioria dos pacientes, sendo dificil
determinar se sua instituigdo no pds-cirurgico proporcionou aumento na sobrevida
desses animais. No entanto, € importante considerar que no estudo de Marvel et al.
(2017), a mediana de sobrevida obtida para o grupo de caes tratados com cistectomia

parcial associada com o piroxicam (com ou sem quimioterapia) foi significativamente
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superior a sobrevida global de todos os pacientes (722 dias vs. 348 dias,
respectivamente).

Ao contrario dos estudos supracitados, no presente estudo, nao foi realizada
terapia médica adjuvante no pos-EQT e 76,1% dos pacientes (16/21) apresentaram
tumores em trigono vesical. Assim, mesmo diante do pior prognostico associado a
localizagao trigonal e a n&o associagao de farmacos adjuvantes a EQT, o TMS obtido
foi de 419 dias, sendo equivalente ou superior aos obtidos nos estudos previamente
mencionados.

O TMS obtido neste estudo também foi superior aqueles obtidos em estudos
que avaliaram o uso da quimioterapia (e/ou AINEs) como tratamento unico (mediana
de sobrevida variando de 108 dias a 338 dias) (Knapp et al. 1994; Henry et al., 2003;
Boria et al., 2005; Marconato et al., 2011; Knapp et al., 2013; Knapp et al., 2016;
Gustafson et al., 2019).

Esses resultados indicam, de forma preliminar, que a EQT demonstrou ser uma
alternativa terapéutica eficiente para o tratamento de CUT localizados em sitios
anatémicos desfavoraveis, possibilitando a conservacdo da anatomia vesical. E
importante ressaltar que estudos futuros ainda s&o necessarios para determinar se
instituicdo da terapia medicamentosa adjuvante a EQT traria beneficio no aumento da
sobrevida destes animais.

Referente ao intervalo entre as sessdes de EQT do presente estudo, este
periodo variou de 33 a 70 dias, com meédia de intervalo entre a primeira e segunda
sessdo de 52 dias e entre a segunda e terceira sessdo de 45 dias. Durante as
avaliacdes foi possivel determinar que os pacientes que passavam por um novo
procedimento em menores intervalos de tempo (33-40 dias), possuiam maior
quantidade de tecido necrético na regido tumoral. Esse fato pode ser justificado pelo
mecanismo de morte celular mitética causada pela BLM, sendo este um processo
mais lento de morte celular e que depende do nivel de replicacdo tumoral, podendo
levar um maior periodo de tempo para se obter a resposta e recuperagao do tecido
local (Tounekti et al., 1993; Mir et al., 2006). A partir disso, é possivel determinar que
as sessoes sejam realizadas, preferencialmente, com intervalos entre 45 a 60 dias.

O numero de sessdes de EQT realizadas nesse estudo variou de uma a trés
sessdes (grupos 1S, 2S e 3S, respectivamente), com 57,1% dos pacientes (12/21)
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pertencentes ao grupo 1S. Dentre os 13 pacientes que obtiveram RC, 10 a atingiram
logo na primeira sessao (76,9%), dois (15,3%) a atingiram na segunda sesséo, e
apenas um paciente (7,6%) necessitou de trés sessdes para obtengcdo da RC. No
entanto, na analise estatistica comparativa, o numero de sessdes nao pareceu
influenciar nas variaveis de duragdo de resposta e tempo de sobrevida entre os grupos
(P>0,05).

Na analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, 0 numero de sessdes também
nao pareceu influenciar o tempo de sobrevida (P=0,062) e a duragdo da resposta
(P=0,069). No entanto, esses dados devem ser interpretados com cautela, uma vez
que a diferenga de tamanho amostral entre os grupos 1S, 2S e 3S pode constituir um
viés a essa analise.

Apesar dos dois pacientes que vieram a 6bito por sofrerem progresséao local e
a distancia do CUT pertencerem do grupo 1S, € importante considerar que nesse
grupo também estava o paciente que ficou o maior periodo livre da doenga neste
estudo (978 dias em RC). Além disso, dos 7 cdes com RC do grupo 1S, apenas um
sofreu recidiva tumoral, enquanto que nos grupos 2S e 3S, a recidiva tumoral ocorreu
em dois dos trés pacientes que atingiram RC, respectivamente. Esses dados
demonstram que uma houve uma maior proporgao de recidiva nos grupos 2S e 3S,
podendo ser devido ao comportamento biolégico mais agressivo dos tumores nesses
pacientes.

Esses resultados indicam que a EQT ofereceu um controle local e efeito
antitumoral independente do numero de sessdes, considerando ainda que a maioria
dos pacientes que atingiram RC, a obtiveram logo na primeira sessao. Essa boa
resposta inicial do CUT a EQT esta de acordo com diferentes trabalhos publicados
que demonstram a eficiéncia desse tratamento sobre diversos tipos de carcinomas
(Spugnini et al., 2008; Maglietti et al., 2017; Spugnini et al., 2019), que apesar de
serem de diferentes origens, compartilham o mesmo tipo histolégico e resposta similar
a EQT.

Para os cinco cées que obtiveram RP nesse estudo (5/21; 23.8%), n&o foram
realizadas novas sessodes devido a recusa dos tutores. Destes, apenas um paciente
desenvolveu progresséao local apds o periodo de observacao, vindo a ébito por este

motivo 517 apos atingir a RP. O TMS e a DMR foram similares entre os grupos de
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cdes com RP e RC (P=0,208 e P=0,924, respectivamente). Ou seja, esses resultados
demonstram que o controle da doencga foi alcangado mesmo naqueles pacientes que
ainda possuiam a doenga macroscopica.

Os resultados deste estudo demonstraram que a EQT foi uma terapia segura
em tumores de bexiga, com baixo indice de complicagdes e boa tolerabilidade,
proporcionando controle local significativo da doenca. Apesar de ser um estudo
retrospectivo, os dados coletados foram advindos de um unico centro oncoldgico,
onde foram padronizados os critérios de sele¢cao de pacientes, protocolo terapéutico
e monitoragao pos-procedimento para todos os pacientes inclusos.

No entanto, a avaliacdo da eficiéncia da técnica foi realizada de forma
preliminar e a interpretagdo comparativa entre as variaveis de tempo de sobrevida e
duragdo de resposta devem ser feitas com cautela, uma vez que nao houve
distribuicdo homogénea dos pacientes entre os grupos comparados de acordo com o
numero de sessdes e com o tipo de resposta. Ainda sdo necessarios novos estudos
prospectivos com o proposito de avaliagao da eficiéncia da EQT em tumores vesicais,
utilizando um maior tamanho amostral e realizando analises comparativas entre

diferentes grupos de tratamento (EQT x terapia convencional).

7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo retrospectivo, € possivel concluir
que a EQT com BLM intravenosa demonstrou ser uma alternativa terapéutica segura
e viavel para pacientes com CUT vesical, quando cumpridos os critérios de seguranca
determinados e os protocolos de aplicagdo da técnica e de monitoragao pos-cirurgica.

Dessa forma, foram determinados como os principais critérios de seguranga

para a instituicdo da EQT em tumores vesicais:

* Determinagao da auséncia de infiltragao neoplasica na camada serosa, atraveés
da avaliagdo histopatoldgica, antes da aplicagado da EQT.

* Manipulagdo cuidadosa da bexiga durante o procedimento de cistotomia e
aplicacao da EQT.
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» Utilizagdo da BLM por via intravenosa no protocolo de EQT, e aplicacdo dos
pulsos elétricos na area tumoral e em toda a parede da bexiga.

* Monitoragdo pds-cirurgica intensiva nas primeiras 48 horas e, posteriormente,
semanal, por meio de avaliagdes clinicas e ultrassonografia abdominal ou
tomografia computadorizada, para a determinagdo da necessidade de novas
sessoes.

* Realizagdo de novas sessdes preferencialmente no intervalo 45-60 dias, de
acordo com a resposta observada durante as monitoragcdes periddicas por

imagem.
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