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ELETROQUIMIOTERAPIA COMO TRATAMENTO DE CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS EM GATOS: ESTUDO RETROSPETIVO

RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma das neoplasias malignas mais
frequentes nos gatos, representando aproximadamente 15% das suas neoplasias cutaneas e
60-75% das neoplasias orais. A eletroquimioterapia (EQT) € uma modalidade de tratamento
oncoldgico recente que associa a administragdo de agentes quimioterapicos, nao permeaveis
ou com baixa permeabilidade, com a aplicacdo localizada de pulsos elétricos
permeabilizadores. Os curtos pulsos elétricos de alta tensdo resultam num aumento
substancial e transitério da permeabilidade das células neoplasicas (eletroporacédo) e a
citotoxicidade do agente quimioterapico aumenta por varias ordens de magnitude.
Recentemente a EQT tem vindo a ganhar popularidade na Oncologia Veterinaria pela sua
elevada eficicia associada a baixa toxicidade. Este estudo retrospetivo teve como objetivo a
avaliacdo da eficacia da EQT com bleomicina como tratamento de CCE cuténeos e orais em
gatos. Quinze gatos com CCE na regido da cabeca (13 CCE cutaneos e 2 CCE orais) foram
tratados com pelo menos uma sesséao de EQT (entre dezembro de 2015 e novembro de 2016)
no Hospital Veterinario Berna. A resposta ao tratamento foi classificada as quatro semanas
apos tratamento com base nos Critérios de Avaliacdo de Resposta em Neoplasias Sdlidas
(RECIST) e os efeitos adversos foram avaliados e determinados de acordo com a escala de
toxicidade VCOG-CTCAE 2011. Verificou-se uma taxa de resposta objetiva global de 86%.
Dos catorze gatos nos quais foi possivel a classificacéo da resposta, oito (57%) apresentaram
remissdo completa, quatro (29%) remisséo parcial e dois (14%) progressdo da doenca. O
tratamento foi bem tolerado e os efeitos adversos observados foram maioritariamente ligeiros
e transeuntes. Os resultados sugerem que a EQT é um tratamento eficaz de CCE em gatos,
especialmente dos CCE cutaneos em estadios iniciais ou com lesdes de diametro inferior a 3

cm.

Palavras-chave: Electroporacéo, quimioterapia, carcinoma, gato.



ELECTROCHEMOTHERAPY FOR THE TREATMENT OF SQUAMOUS CELL
CARCINOMA IN CATS: RETROSPECTIVE STUDY

ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is one of the most common malighant tumours in cats,
representing approximately 15% of its cutaneous tumours and 60-75% of oral tumours.
Electrochemotherapy (ECT) is a recent cancer treatment modality that combines the
administration of chemotherapeutic agents, non-permeable or with low permeability, with the
localized application of permeabilizing electric pulses. Short high-voltage pulses result in a
substantial and transient increased permeability of neoplastic cells (electroporation) and the
cytotoxicity of the chemotherapeutic agent increases by several orders of magnitude. Recently,
ECT has been gaining popularity in Veterinary Oncology due to its high effectiveness
associated with low toxicity. This retrospective study aimed to evaluate the efficacy of ECT
with bleomycin as a treatment for cutaneous and oral SCC in cats. Fifteen cats with SCC of
the head region (13 cutaneous SCC and 2 oral SCC) were treated with at least one ECT
session at Hospital Veterinario Berna, between December 2015 and November 2016.
Response to treatment was assessed four weeks after completion of treatment based on the
Solid Neoplasm Response Assessment Criteria (RECIST) and adverse effects were graded
according to the VCOG-CTCAE 2011. The overall response rate was 86%. Of the fourteen
cats in which it was possible to classify the response, eight (57%) showed complete remission,
four (29%) partial remission, and two (14%) disease progression. ECT was well tolerated and
the observed adverse effects were mostly mild and transient. The results suggest that ECT is
an effective treatment of SCC in cats, especially cutaneous SCC in early stages or with lesions

smaller than 3 cm in diameter.

Keywords: Electroporation, chemotherapy, carcinoma, cats.
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| — DESCRICAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO
CURRICULAR

O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria teve lugar no Hospital Veterinario Berna (HVB), unidade integrante do OneVet
Group, em Lisboa, sob orientacdo do Dr. Joaquim Henriques. O estagio decorreu durante 6
meses, com inicio a 1 de fevereiro de 2016 e término a 31 de julho de 2016, tendo sido
contabilizada uma carga horaria total de aproximadamente 1040 horas.

No decorrer do estagio curricular o HVB possibilitou-me o contacto com diferentes
areas da Medicina de Animais de Companhia, tais como, a Medicina Interna, a Oncologia, a
Cardiologia, a Neurologia, a Imagiologia, a Anestesiologia, a Cirurgia e a Patologia Clinica.
As atividades desenvolvidas ao longo do estagio ocorreram num horario com turnos rotativos
de 8 horas, a excegdo dos turnos noturnos no Internamento e Servigo de Urgéncia, de 10
horas.

Tive a oportunidade de assistir a consultas de Medicina Preventiva, de Medicina
Interna e de Medicina de Especialidade. Acompanhei e auxiliei a equipa de Médicos
Veterinarios na recolha de dados da anamnese, na execu¢do de exames de estado geral e
de exames especificos das especialidades (e. g., exame neuroldgico, exame oftalmico
simples etc.), na administracéo de vacinas, na colheita de amostras bioldgicas e na realizacdo
de exames complementares de diagnostico (radiografia, ecografia, ecocardiografia,
eletrocardiograma e puncao citolégica).

Na area de Cirurgia, auxiliei 0 Médico Veterinario na preparagdo dos animais para o
bloco operatério, nomeadamente na realizacao de andlises pré-cirtrgicas, administracdo da
pré-medicacdo e inducdo anestésica, preparacdo do campo cirdrgico e intubacdo
endotraqueal, na monitorizacdo anestésica e no recobro. Além disso, durante as cirurgias foi-
me dada a oportunidade de desempenhar o papel de circulante, de ajudante de cirurgido e,
sob supervisao, de cirurgia principal (orquiectomias eletivas de gatos). As cirurgias assistidas
incluiram ovariohisterectomias e orquiectomias, tratamentos estomatoldgico-dentarios,
cirurgias de tecidos moles (resolucdo de dilatagBes gastricas, enterotomias para remogao de
corpos estranhos etc.) e cirurgias oncoldgicas (exérese de tumores Varios, cirurgia plastica
reconstrutiva, biépsias e remocéo linfonodos). Foram ainda observadas algumas cirurgias de
minima invasao (laparoscopia e toracoscopia).

Sendo o HVB um local de referéncia em Oncologia Veterinaria, parte das atividades
incidiram no acompanhamento de consultas da &rea, tendo sido possivel assistir a preparacao
de agentes quimioterapicos e as sessdes de quimioterapia. Foi-me também dada a

oportunidade de acompanhar outras modalidades de tratamento oncolégico levadas a efeito



no HVB, como a eletroquimioterapia (EQT). Durante o estagio assisti ao tratamento com EQT
de 10 gatos com carcinoma das células escamosas (CCE) cutaneo e 1 gato com CCE oral.

No Internamento, foi prestada assisténcia a equipa multidisciplinar de servico na
monitorizacdo dos animais hospitalizados. As atividades incluiram exame de estado geral
(avaliacdo de parametros bésicos, tais como, a cor das mucosas, o tempo de reple¢éo capilar,
a temperatura corporal, a frequéncia cardiaca e respiratéria, o pulso, a pressao arterial e o
doseamento de valores de glicémia), preparacdo e administracdo da terapéutica prescrita,
cuidados de higiene e alimentacdo e passeio dos animais, a intervalos regulares. Quando
necessario, e sob a supervisdo do Médico Veterinario ou Enfermeiro assistente, foi-me dada
a oportunidade de realizar colheitas de sangue e urina e cateterizacdo venosa. Foi-me dada
ainda a possibilidade de acompanhar e/ou executar varios outros procedimentos, como a
limpeza de les@es e realizacéo de pensos, a drenagem de liquido de derrames cavitarios e a
preparagdo de altas médicas.

Foram processadas e interpretadas analises clinicas, tais como hemograma (incluindo
a elaboracado de esfregacos sanguineos e avaliagdo ao microscopio), bioquimicas e analise
de urina. Foi ainda possivel a realizacdo, processamento e observacao de citologias, assim
como a preparacgao e envio de amostras para analise laboratorial.

Tive ainda a oportunidade de participar num plano de formacéo interno facultado pela
equipa de Imagem, Dra. Inés Fonseca e Dra. Patricia Duarte, de frequéncia semanal e durante
aproximadamente dois meses — “Tertulias Ecograficas” —, que visou a consolidacdo dos
conhecimentos de ecografia/ecocardiografia.

A participacdo nos pequenos seminarios semanais (Journal Club) e a consequente
discusséo de varias tematicas permitiu-me rever e adquirir conhecimentos de diferentes areas
da Medicina de Animais de Companhia. No decorrer do estagio fui responsavel por uma

apresentagcdo com base no tema da EQT.

Parte dos dados recolhidos na presente dissertacdo foram apresentados numa
comunicacdo, em poéster (Anexo 1), no Xl CONGRESSO HOSPITAL VETERINARIO
MONTENEGRO — PATOLOGIAS CARDIO-RESPIRATORIAS SEM SEGREDOS (2017),
apos revisao por pares, com o titulo:

Sousa, L.; Felisberto, R., Henriques, J. (2017) Eletroquimioterapia: estudo retrospetivo
de 15 gatos com carcinoma das células escamosas. Xlll Congresso Hospital Veterinario
Montenegro — Patologias Cardio-respiratérias Sem Segredos. Dias 18 e 19 de fevereiro, Santa

Maria da Feira, Portugal.



Il = INTRODUCAO

1. A Oncologia em Veterinaria

O cancro é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade nos animais de
companhia (Withrow et al. 2013). A sua prevaléncia continua a aumentar, em grande parte
como consequéncia do aumento da longevidade dos animais de companhia — propiciado
pelos progressos na Medicina Veterinaria nos cuidados preventivos, no controlo de outras
doencas e nutricdo (North and Banks 2009; Withrow et al. 2013). Embora ndo seja atualmente
conhecida a verdadeira incidéncia ou prevaléncia de cancro em animais de companhia, num
inquérito realizado pela Morris Animal Foundation a tutores de animais de companhia em
1998, mais de dois mil inquiridos afirmaram ser o cancro a principal doenca causadora da
morte em caes (47%) e gatos (32%) (Withrow et al. 2013).

Independentemente dos numeros exatos, o cancro é considerado a principal
preocupacdo dos tutores no que concerne a saude e qualidade de vida dos seus animais
(Dobson 2011; Withrow et al. 2013). Para além disso, a oncologia em veterindria representa
uma area complexa, tanto na pratica clinica como na investigacao, e assume um papel global

na oncologia comparativa (Withrow et al. 2013).

2. Neoplasias Cutaneas e Subcutaneas

As neoplasias cutaneas séo das neoplasias mais comuns na Medicina Veterinaria
(Goldschmidt and Goldschmidt 2017). Estas séo frequentemente referenciadas pelos tutores
ao médico veterinario, considerando a relativa facilidade com que sao visualmente detetadas
(Hauck 2013; Goldschmidt and Goldschmidt 2017).

A incidéncia global das neoplasias cutaneas e subcuténeas em caes e gatos é dificil
de determinar devido a inconsisténcia dos dados relatados (Hauck 2013). Num estudo
epidemioldgico de neoplasias animais realizado entre 1963 e 1966 em Alameda and Contra
Costa Counties, California, a taxa de incidéncia anual estimada de neoplasias cutaneas e do
tecido conjuntivo foi de 150,4 para cada 100 000 cées e 51,7 para cada 100 000 gatos (Dorn
et al. 1968; Hauck 2013).

Até a data, os dados sugerem que neoplasias cutaneas e subcuténeas correspondem
as segundas neoplasias mais frequentes nos gatos, seguindo-se as neoplasias
hematopoiéticas, e representam cerca de um quarto de todas as neoplasias que ocorrem na
espécie (Brodey 1970; Bostock 1986; Miller et al. 1991; Goldschmidt and Goldschmidt 2017).
Os quatro principais tipos de neoplasias cutaneas e subcutdneas em gatos sao,
consistentemente: carcinomas basocelulares, mastocitomas, carcinomas de células

escamosas (CCE) e fibrossarcomas. Estes quatro constituem, em média, aproximadamente



70% de todas as neoplasias malignas cutaneas em felinos (Hauck 2013). A excec¢do dos
carcinomas basocelulares, as neoplasias cutidneas malignas sdo substancialmente mais
frequentes nos gatos que nos cdes, com estudos que relatam percentagens que variam entre
69,7% e 82% (Miller et al. 1991; Hauck 2013).

3. Carcinoma de Células Escamosas Cutaneo

3.1. Carcinoma de células escamosas in situ

O CCE in situ é, por definicdo, um carcinoma que nao penetrou na membrana basal
do epitélio. Clinicamente, os CCE in situ podem apresentar-se sob a forma de erosdes da
epiderme, proliferagdes ou placas com crostas, e podem ser dolorosos a palpag¢édo (Hauck
2013).

A queratose actinica (QA) € a designacao tipicamente utilizada para os CCE in situ
consequentes da exposicado a radiacdo ultravioleta (UV) (Hauck 2013). As lesGes de QA
surgem em pele pouco pigmentada e com escasso revestimento piloso. Estas ocorrem mais
frequentemente nos pavilhdes auriculares, plano nasal e palpebras de gatos com pelagem
branca (Gross et al., 2005). O carcinoma bowenoide in situ (CBIS), também designado de
carcinoma das células escamosas multicéntrico in situ ou ainda doenca de Bowen, ndo esta
relacionado com a exposicdo a luz solar. Este ocorre em qualquer area do corpo,
independentemente da pigmentagéo cutanea e densidade do pelo (Vail and Withrow 2007;
Hauck 2013), e, na maioria dos gatos, as lesbes sdo observadas em mudltiplas areas
(Goldschmidt and Goldschmidt 2017). Existe uma associacdo entre o CBIS e virus do
papiloma (Goldschmidt and Goldschmidt 2017). A relag@o causal entre a infegéo pelo virus do
papiloma felino, sobretudo pelo virus do papiloma felino tipo 2, e os CBIS em gatos foi
sugerida em varios estudos mediante detecdo de ADN viral por reagdo em cadeia da
polimerase (RCP) e do aumento da expressdao da proteina pl6 por imunohistoquimica
(Nespeca et al. 2006; Munday et al. 2007; Munday et al. 2008; Munday, French, et al. 2011;
Munday and Aberdein 2012; Thomson et al. 2016; Vascellari et al. 2019).

A QA e o CBIS geralmente apresentam diferentes localizacbes, assim como
caracteristicas clinicas e histologicas especificas. Todavia, a distingdo entre ambas é por
vezes impossivel, quer clinica ou histologicamente (Favrot et al. 2009; Hauck 2013). Uma vez
ndo invasivos, os CCE in situ ndo estdo associados a metéstases, no entanto, estes podem

progredir para CCE invasivos quando néo tratados (Hauck 2013).



3.2. Carcinoma de Células Escamosas

O CCE é uma neoplasia maligna das células epidérmicas, as quais demonstram
diferenciacdo em células escamosas — queratinécitos (Hauck 2013; Goldschmidt and
Goldschmidt 2017). O CCE é das neoplasias cutaneas malignas mais comuns em gatos,
representando 15% das neoplasias cutaneas nesta espécie (Miller et al. 1991; Hauck 2013).
O pico de incidéncia de CCE em gatos estd compreendido entre 0s 9 e 0os 14 anos de idade
(Miller et al. 1991; Goldschmidt and Goldschmidt 2017). S&o varios os fatores associados ao
desenvolvimento de CCE, incluindo a exposicdo prolongada a radiacdo UV, a falta de
pigmento da epiderme e a rarefacdo do pelo. Em consequéncia, a localizacdo geografica, o
clima e a localizagdo anatomica influenciam fortemente a incidéncia (Goldschmidt and
Goldschmidt 2017).

3.2.1. Etiopatogenia

A maioria dos CCE cuténeos tem como causa a exposi¢ao cronica a radiagdo UV
(Murphy 2013). Os seus fatores causais e mecanismos patogénicos sao muito semelhantes
aos da QA (Hauck 2013). A exposicao solar cronica normalmente resulta na progressao de
alteracBes actinicas para carcinoma in situ, e deste para carcinoma invasivo (Thomson 2007).
Os CCE com esta etiologia sdo quase que exclusivamente observados na cabeca, sendo os
gatos de pelagem branca, ou gatos com pelagem escura mas com areas glabras, os que se
encontram em maior risco (Dorn et al. 1971; Murphy 2013). O risco de desenvolver CCE em
gatos brancos é treze vezes superior ao de gatos com pelagem de outras cores (Gross et al.
2005).

Em Medicina Veterinaria, o papel do virus do papiloma na patogénese destas lesbes
nado € ainda totalmente conhecido (Munday 2014). Inicialmente, evidéncias de que virus do
papiloma felino pode causar CCE cutdaneos em gatos incluiram a observacdo da possivel
progressdao de CBIS induzidos por virus do papiloma felino para CCE e, menos
frequentemente, de alteracdes celulares causadas pelo virus em citologias de CCE (Gross et
al. 2005; Munday 2014).

No primeiro estudo da associacao do virus do papiloma felino com CCE cutaneos em
gatos, o ADN viral foi amplificado, através da técnica de RCP com a utilizagdo de primers
consenso, em 4 de 22 amostras de CCE invasivos (Nespeca et al. 2006). Num estudo
subsequente com emprego de primers especificos para o virus do papiloma felino tipo 2, a
amplificacdo de ADN viral foi significativamente mais frequente em CCE cutaneos (17/20) que
em amostras de pele sem CCE (3/17) (Munday et al. 2008). Além destes, quando comparada
a presenca do virus do papiloma entre CCE felinos expostos a radiacdo UV e CCE felinos

abrigados da radiagéo UV num estudo com recurso a RCP, o ADN viral foi detetado com maior



frequéncia nos CCE abrigados da radiacdo UV (19/25 comparado com 19/45) (Munday,
Gibson, et al. 2011).

Um dos principais meios pelos quais 0s genétipos oncogénicos do virus do papiloma
humano induzem transformacé&o neoplasica envolve a degradacao da proteina retinoblastoma
(pRb) pela oncoproteina E7, o que subsequentemente resulta no aumento da proteina pl16
(Parry et al. 1995; Boyer et al. 1996). Em gatos, verificou-se num primeiro estudo
imunohistoquimico o aumento da expressao da proteina pl16 em 39 de 70 CCE (Munday,
Gibson, et al. 2011). Num estudo posterior, desta vez de placas virais, CBIS e CCE invasivos,
a diminuicdo da expressdo da pRb foi detetada em 26 de 45 amostras e 0 aumento da
expressao da proteina p16 em 30 (Munday and Aberdein 2012). Em ambos, a sobreexpressao
da proteina p16 foi significativamente mais frequente em CCE néo expostos a radiacao UV, e
demonstrou estar associada a diminuicdo da expressao da pRb e presenca de ADN viral
(Munday, Gibson, et al. 2011; Munday and Aberdein 2012).

3.2.2. Apresentacéo Clinica, Diagndéstico e Progndstico

Considerando o papel da radiacdo UV e a barreira fisica que o pelo lhe constitui, os
CCE cutaneos surgem normalmente em areas pouco pigmentadas e com pilosidade rarefeita
(Hauck 2013; Murphy 2013). Todavia, os CCE néo relacionados com a exposi¢ao prolongada
a luz solar podem ocorrer em qualquer parte do corpo (Gross et al. 2005). Os CCE cutaneos
nos gatos costumam desenvolver-se ao nivel da cabe¢ca, nomeadamente nos pavilhdes
auriculares, palpebras, plano nasal e regibes temporais (Vail and Withrow 2007; Goldschmidt
and Goldschmidt 2017).

A apresentacdo clinica do CCE cutaneo pode ser muito variavel (Hauck 2013). O CCE
cutdneo pode manifestar-se como uma leséo proliferativa ou erosiva. A lesdo proliferativa
pode variar entre uma placa firme e vermelha e uma leséo tipo couve-flor, frequentemente
ulcerativa. A leséo erosiva, por sua vez, inicia-se como uma lesédo superficial com crosta e
pode progredir para uma Ulcera profunda, representando o tipo de lesdo de CCE mais comum
no gato (Vail and Withrow 2007). As lesdes podem ser Unicas ou multiplas e variam em
diametro entre varios milimetros a varios centimetros (Gross et al. 2005). Podem apresentar
eritema, edema, descamacéo, ulceracdo ou crostas, e habitualmente sofrem uma progressao

temporal em tamanho e profundidade (Gross et al. 2005; Goldschmidt and Goldschmidt 2017).

Nos gatos, o CCE cutaneo normalmente apresenta-se como uma lesédo crateriforme
insaravel, avermelhada e com crosta (Murphy 2013). As lesGes podem atingir o plano nasal,
pavilhbes auriculares e palpebras de modo concomitante ou sequencial, e os CCE e CCE in
situ podem coexistir (Gross et al. 2005; Blackwood 2011; Murphy 2013). Os CCE emergentes

nos pavilhdes auriculares exibem uma evidente transformacéo actinica — espessamento e



enrolamento das extremidades dos pavilhdes auriculares — antes da formacéo de crostas e
da eroséo (Murphy 2013; Goldschmidt and Goldschmidt 2017). Os CCE das pélpebras estdo
habitualmente associados a conjuntivite purulenta e os CCE do plano nasal a epistaxis,
espirros, ulceracdo ou tumefagéo (Goldschmidt and Goldschmidt 2017).

Os CCE cutaneos podem ser muito invasivos localmente, com uma perda gradual de
tecido do pavilhdo auricular ou nariz (Gross et al. 2005). Embora invasivos, estes sao
normalmente de crescimento lento e a sua maioria, em estadio inicial, ndo demonstra
disseminacdo metastatica. Se presentes, as metastases sdo mais frequentemente
observadas nas neoplasias pouco diferenciadas ou em estadios avancados da doenca (Gross
et al. 2005; Vail and Withrow 2007; Goldschmidt and Goldschmidt 2017).

Os CCE completamente desenvolvidos sédo faceis de diagnosticar, contudo, as
alteracdes pré-neoplasicas podem ser subtis (Goldschmidt and Goldschmidt 2017). O Unico
método que permite um diagndstico definitivo é a bidpsia — bidépsia excisional ou incisional —,
dado que a maioria das lesdes sdo demasiado superficiais ou encontram-se demasiado
inflamadas para que um diagnadstico fiavel seja possivel com puncéo aspirativa por agulha
fina (PAAF) (Thomson 2007; Murphy 2013). Em gatos, um elevado indice de suspeicdo de
CCE cutaneo baseia-se normalmente na sua aparéncia e localiza¢do, e o tratamento €
frequentemente iniciado sem um diagnostico definitivo (Thomson 2007).

O progndstico de CCE cutaneo em cées e gatos € dependente do estadio da doenca.
A resposta a terapéutica é superior nas lesdes em Tis € T1 que naquelas cuja invaséo é
significativa (Vail and Withrow 2007). Outros fatores possivelmente preditivos incluem o grau
histolégico, a taxa de proliferagcéo, a taxa apoptética e a expressao do fator de crescimento

vascular endotelial (Vail and Withrow 2007).

3.3. Carcinoma de Células Escamosas Oral

O CCE oral é a neoplasia oral mais comum em gatos, representando entre 70% a 80%
de todas as neoplasias orais nesta espécie (Liptak and Withrow 2013). N&o é conhecida a
causa subjacente dos CCE orais felinos, porém, os potenciais fatores de risco descritos
incluem a utilizacdo de coleiras antipulgas, um elevado consumo de comida enlatada e a
exposicdo ao fumo do tabaco (Liptak and Withrow 2013; Munday et al. 2017).

Os CCE orais surgem numa fase inicial como les6es em placa palidas ou areas sobre-
elevadas e irregulares na mucosa oral. Dado que a maioria dos CCE orais nos animais
domésticos se encontram num estadio avancado quando diagnosticados, estes geralmente
apresentam-se como massas protuberantes ulceradas (Liptak and Withrow 2013; Munday et
al. 2017). Os CCE orais felinos podem surgir na mandibula, ossos maxilares, labios e area

sublingual ou lingual; e os sinais clinicos a estes associados podem incluir inapeténcia,



disfagia, halitose, sialorreia e corrimento oral sanguinolento (Liptak and Withrow 2013; Turek
and Pellin 2016).

Os CCE orais exibem um comportamento localmente agressivo (Munday et al. 2017).
A invaséao 6ssea € frequentemente extensa no gato (Liptak and Withrow 2013). As metastases
séo raras, contudo, ndo é conhecida a verdadeira incidéncia uma vez que Sa0 poucos 0S
gatos que tém a sua doenca localmente controlada e que permitem a observacéo do potencial
metastatico a longo prazo (Liptak and Withrow 2013; Bilgic et al. 2015).

A citologia é util na avaliacdo de lesBes focais ulcerativas na cavidade oral e,
ocasionalmente, a PAAF é suficiente para o diagnéstico de CCE oral (Turek and Pellin 2016;
Munday et al. 2017). O diagndstico citolégico de CCE oral é apoiado por outros achados
clinicos, como a evidéncia radiografica de ostedlise (Munday et al. 2017). A histologia
normalmente possibilita um diagnéstico definitivo. A bidpsia incisional é recomendada se o
paciente se encontrar sob anestesia e aquando da colheita devem ser evitadas as areas de
inflamacao grave, infegcdo secundaria ou necrose (Bilgic et al. 2015; Munday et al. 2017).

Os CCE orais felinos estdo associados a um mau progndstico (Liptak and Withrow
2013).

3.4. Estadiamento de CCE Cutaneos e Orais

O sistema de estadiamento da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ja vigente na
Oncologia Humana, é conhecido pela sigla TNM (do inglés, Tumor, Node and Metastasis) e
foi adaptado para o estadiamento de muitas das neoplasias em animais domésticos em 1980
(Owen 1980). Este sistema baseia-se na avaliagdo da dimensdo do tumor primario (T), no
envolvimento dos linfonodos regionais (N) e na auséncia ou presenca de metastases a
distancia (M). As tabelas 1 e 2 compreendem a descricdo da aplicacdo do sistema de
estadiamento TNM para neoplasias de origem epidérmica ou dérmica e para neoplasias orais
em cées e gatos, respetivamente.

O estadiamento local consiste na avaliacdo da dimens&o da neoplasia primaria, com
a medicéo do eixo maior, e da sua extensdo (Owen 1980; Hauck 2013). Exames imagioldgicos
avancados podem ser necessarios para uma avaliagdo precisa das dimensfes, lesdes
infiltrativas ou ndo méveis (Hauck 2013). A tomografia computorizada e a ressonancia
magnética podem também ser muito Uteis para a avaliagdo da invasdo éssea e extensao da
neoplasia na cavidade nasal, porcdo caudal da faringe e Orbita. Estes exames revelam-se
mais informativos e, quando disponiveis, sao preferiveis as radiografias regionais (Liptak and
Withrow 2013; Turek and Pellin 2016).

O estadiamento regional envolve a avaliacdo dos linfonodos regionais com recurso a
palpacédo e citologia (Owen 1980; Hauck 2013). Todavia, a avaliacdo por palpacéo pode ser

imprecisa uma vez que a dimensdo dos linfonodos aparenta ser um fraco preditor de
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metastases. Deste modo, o exame citolégico por PAAF é fundamental e, caso os resultados
citolégicos sejam questionaveis, € recomendada a avaliagdo histopatologica (Hauck 2013;
Liptak and Withrow 2013).

Tanto para CCE cutaneos como para CCE orais, a avaliacdo da metastizacdo a
distancia deve considerar a realizacéo de trés projecfes radiograficas (lateral direita, lateral
esquerda e dorsoventral ou ventrodorsal) da cavidade toracica (Lascelles 2011; Hauck 2013;
Liptak and Withrow 2013).

Tabela 1 - Estadiamento clinico (TNM) de neoplasias de origem epidérmica ou dérmica em céaes
e gatos (exceto linfoma e mastocitoma) (adaptado de Owen 1980).

T: Neoplasia Primaria
To Sem evidéncia de neoplasia

Tis Carcinoma in situ
T1 Neoplasia com eixo maior < 2 cm, superficial ou exofitico

T> Neoplasia com eixo maior 2-5 cm ou com invasdo minima, independentemente do
tamanho

Tz Neoplasia com eixo maior > 5 cm ou com invasédo do tecido subcutéaneo,
independentemente do tamanho

T4 Neoplasia com invaséo de outras estruturas, como fascia, masculo, 0sso ou
cartilagem

As neoplasias simultdneas devem ser representadas pela categoria T mais avancada, com o niUmero
de neoplasias indicado entre paréntesis (p. ex. Tzs). As neoplasias sucessivas devem ser
classificadas de modo independente.

N: Linfonodos Regionais
No Sem evidéncia de metastases em linfonodos regionais
N: Linfonodos ipsilaterais moveis
Nia Sem evidéncia de metastizacao nos linfonodos
N1,  Com evidéncia de metastiza¢&o nos linfonodos
N2 Linfonodos contralaterais ou bilaterais méveis
N2a  Sem evidéncia de metastizacdo nos linfonodos
N2, Com evidéncia de metastizagdo nos linfonodos

N3 Linfonodos fixos

M: Metastases a Distancia
Mo  Sem evidéncia de metastases a distancia

M1  Com evidéncia de metastases a distancia — especificar local(ais)




Tabela 2 - Estadiamento clinico (TNM) de neoplasias orais em cées e gatos (adaptado de Owen
1980).

T: Neoplasia Primaria

To Sem evidéncia de neoplasia
Tis Carcinoma in situ
T1 Neoplasia com eixo maior < 2 cm
Tia Sem evidéncia de invasao 6ssea
T Com evidéncia de invasao 0ssea
T2 Neoplasia com eixo maior 2-4 cm
T2a Sem evidéncia de invaséo 6ssea
Tao Com evidéncia de invasao 6ssea
T3 Neoplasia com eixo maior >4 cm
Tza Sem evidéncia de invasdo dssea

Tsy Com evidéncia de invasdo 6ssea

N: Linfonodos Regionais
No Sem evidéncia de metastases em linfonodos regionais
N1 Linfonodos ipsilaterais méveis
Nia Sem evidéncia de metastizagao nos linfonodos

Ny Com evidéncia de metastizacdo nos linfonodos

N> Linfonodos contralaterais ou bilaterais méveis
N2a Sem evidéncia de metastizag&o nos linfonodos
N2p Com evidéncia de metastizacdo nos linfonodos
N3 Linfonodos fixos

M: Metastases a Distancia

Mo Sem evidéncia de metastases a distancia
M3 Com evidéncia de metastases a distancia — especificar local(ais)
5 I T1 No, Nia 0u N2a Mo
= T T, No, N1a ou Nza Mo
-_c-% = " Ts No, Nia 0u N2a Mo
E = Qualquer T N1b
Qualquer T Qualquer N2bou Ns Mo
v Qualquer T Qualquer N M1
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3.5. Abordagens Terapéuticas

3.5.1. Cirurgia

A cirurgia é considerada o tratamento de primeira linha para os CCE cutaneos e orais
(Hauck 2013; Turek and Pellin 2016).

Nos gatos, a excisao cirargica é o tratamento mais eficiente para os CCE cuténeos
dos pavilhdes auriculares e palpebras, assim como para os CCE do plano nasal em estadios
mais avancados (Ayres and Liptak 2012). As margens cirurgicas recomendadas para os CCE
felinos dos pavilhdes auriculares sdo de 1 cm (Ayres and Liptak 2012). A excisdo completa
dos CCE das palpebras requer 4 a 5 mm de margem limpa e a margem lateral minima
recomendada para os CCE felinos do plano nasal é de 5 mm desde a lesdo macroscépica
(Thomson 2007; Murphy 2013). Para as lesdes nos estadios Tz e T4, a resseccao completa
do plano nasal é normalmente a Unica maneira de alcancar a margem necessaria (Murphy
2013).

A ampla ressecgdo cirdrgica de CCE cutaneos resulta num controlo a longo prazo em
cédes e gatos, dada a baixa incidéncia de metastases (Hauck 2013). Nos gatos, a remocao de
CCE in situ, juntamente com qualquer area susceptivel ndo pigmentada, pode também
impedir a subsequente progressao para CCE invasivos.(Jermyn and Lascelles 2011; Farese
and Withrow 2013).

A cirurgia é muitas vezes inexequivel em CCE orais felinos devido a natureza
altamente invasiva da neoplasia e ao seu estadio avancado no momento do diagnostico (Bilgic
et al. 2015). Para além destes, o tratamento cirdrgico dos CCE orais encara varios outros

desafios, como a invaséo 0ssea e a habitual localiza¢é@o sublingual (Turek and Pellin 2016).

As margens cirlrgicas desejaveis para os CCE orais felinos séo idealmente superiores
a 2 cm, devido as altas taxas de recidiva local (Liptak and Withrow 2013). Na literatura estao
descritas elevadas taxas de recidiva nos gatos com CCE oral tratados com cirurgia (Bilgic et
al. 2015).

3.5.2. Radioterapia
A radioterapia € utilizada alternativamente a cirurgia em carcinomas sem invasao
0ssea e pode também ser aplicada no pré-operatorio para neoplasias em estadio avancado.
E particularmente adequada ao tratamento de lesdes cutdneas na face, incluindo os
carcinomas das palpebras, pavilhdes auriculares e do plano nasal em gatos (Théon, 2010).
Em gatos, os CCE cuténeos do plano nasal podem ser eficazmente tratados com

radioterapia, nomeadamente com radioterapia de feixe externo, plesioterapia e protonterapia
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(Théon 2010; Hauck 2013). Os maiores e mais invasivos sdo frequentemente tratados com
radioterapia de feixe externo, enquanto que a plesioterapia com estréncio (°°Sr) é a opcéo
vidvel para as lesbes pequenas e superficiais (LaRue and Gordon 2013; Gasymova et al.
2017). Na literatura, a radioterapia demonstrou ser bem tolerada pela maioria dos gatos no
tratamento de CCE do plano nasal e foram descritos poucos efeitos agudos clinicamente
aceitaveis (Goodfellow et al. 2006; Hammond et al. 2007; Gasymova et al. 2017).

O CCE oral felino é considerado relativamente radiorresistente. A radioterapia assume
um papel paliativo na maioria dos gatos com CCE oral devido a natureza agressiva da

neoplasia e a sua fraca resposta a radioterapia definitiva (Turek and Pellin 2016).

3.5.3. Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) é um tipo de tratamento oncoldgico que emprega meios
fisicos (laser) e quimicos (agente fofossensibilizador) a fim de obter efeitos tumoricidas. As
neoplasias superficiais, particularmente as da pele, sdo as mais adequadas a este tratamento
(Helfand 2011). Em Medicina Veterinaria, a TFD tem sido mais comumente utilizada no
tratamento do CCE (Farese and Withrow 2013). Até entéo, estudos clinicos de TFD em gatos
com CCE cutaneos relataram taxas de taxas de resposta completa de 70% a 100% (Roberts
et al. 1991; Buchholz et al. 2007; Bexfield et al. 2008). Contudo as recidivas sdo comuns,
provavelmente devido a inadequada exposi¢cdo ao tratamento das células neoplasicas em
maior profundidade (Bexfield et al. 2008; Helfand 2011).

3.5.4. Quimioterapia

Existem poucos dados referentes a utilizacdo da quimioterapia no tratamento de CCE
cutdneos em gatos (Hauck 2013). Nestes, a bleomicina demonstrou atividade clinica de curta
duragdo e a mitoxantrona por via intravenosa resultou numa baixa taxa de resposta (Hauck
2013; Murphy 2013). No que respeita a quimioterapia topica, o imiquimod creme (5%)
demonstrou ser eficaz no tratamento de CBIS em 12 gatos, dos quais 5 apresentaram
resposta completa em pelo menos uma leséo (Gill et al. 2008).

O CCE oral felino é considerado resistente aos agentes de quimioterapia tradicionais
(Liptak and Withrow 2013). Os varios agentes antineoplasicos utilizados no tratamento de
CCE orais felinos, incluindo a carboplatina, doxorrubicina, mitoxantrona e um anélogo de
cisplatina, administrados de modo isolado ou em combinacdo com outros agentes,
demonstraram eficacia minima ou nula (Mauldin et al. 1988; Fox et al. 2000; Kisseberth et al.
2008; Martinez-Ruzafa et al. 2009; Bilgic et al. 2015).
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3.5.5. Criocirurgia
A criocirurgia é uma opc¢dao de tratamento para CCE cutaneos superficiais (estadios T:
e T2) no gato (Murphy 2013). Neoplasias com dimensdes superiores a 0,5 cm estédo

associadas a taxas de recidiva maiores (Thomson 2007).

3.5.6. Inibidores da Ciclooxigenase-2
Nos humanos existe sobre-expressao de ciclooxigenase-2 (COX-2) em QA e CCE
cutaneos, e os inibidores da COX-2 s&o um tratamento eficaz da QA (Zhan and Zheng 2007).
A COX-2 pode ser identificada por imunohistoquimica em CCE cutaneos de cées e gatos e
em CCE orais felinos. Sdo no entanto necessarios mais estudos para melhor entender o
potencial da aplicagdo dos inibidores de COX-2 nos CCE (Murphy 2013; Turek and Pellin
2016).

3.5.7. Inibidores de Recetores de Tirosina Quinases
Embora melhor caraterizado em humanos, € atualmente reconhecido que a
desregulac@o dos recetores tirosina quinases contribui para o desenvolvimento de varias

neoplasias (Argyle 2013).

O toceranib € um inibidor de tirosina quinases aprovado para uso veterinario com agao
antitumoral e antiangiogénica. O tratamento de CCE orais felinos com toceranib resultou numa
taxa de resposta global de 56,6% e num tempo mediano de sobrevivéncia de 145 dias, tempo
significativamente superior ao obtido pelo grupo controle ndo tratado (45 dias) (Wiles et al.
2016).

3.5.8. Combinacao de Tratamentos

Os CCE cutaneos e orais incompletamente excisados podem beneficiar de um melhor
e prolongado controlo tumoral se submetidos a posterior radioterapia (Thomson 2007; Bilgic
et al. 2015).

A combinacéo de radioterapia com quimioterapia demonstrou ser uma op¢ao de
tratamento para CCE felinos cutaneos e orais, com possibilidade de melhoria das taxas de
resposta e tempos de sobrevivéncia (de Vos et al. 2004; Liptak and Withrow 2013). Num
pequeno grupo de gatos com CCE do plano nasal em estadios avancados, a combinacao de
radioterapia superficial e carboplatina intralesional resultou em resposta completa em todos
0s gatos, por um periodo de 52 a 549 dias (de Vos et al. 2004). Num estudo posterior, o
tratamento CCE felinos orais com a combinacdo de um protocolo de radioterapia e

carboplatina resultou numa mediana do tempo de sobrevivéncia de 163 dias (Fidel et al. 2011).
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Do mesmo modo, a combinagéo de radioterapia com agentes radiossensibilizadores
pode aumentar as taxas de resposta em gatos com CCE orais (Liptak and Withrow 2013).
Num relato da combinacdo de radioterapia com etanidazol por via intratumoral como
tratamento de gatos com CCE orais, todos os gatos que concluiram o protocolo obtiveram
resposta parcial (mediana da regressdo do volume de 70%) e a mediana do tempo de
sobrevivéncia foi de 116 dias (Evans et al. 1991).

4. Eletroquimioterapia

A eletroquimioterapia (EQT) € uma modalidade de tratamento oncologico
relativamente recente que associa a administracdo de agentes quimioterapicos, nao
permedaveis ou com baixa permeabilidade, com a aplicacdo localizada de pulsos elétricos
permeabilizadores (Spugnini et al. 2012; Spugnini et al. 2016). Esta estratégia instrumental
melhora a eficacia dos farmacos antineoplasicos, em particular dos lipofébicos, os quais
frequentemente possuem um indice terapéutico estreito. Posto isto, a EQT assegura a eficacia
anticancerigena enquanto a morbilidade do paciente é reduzida (Spugnini et al. 2012).

Esta abordagem terapéutica alcangou a aplicacéo clinica aproximadamente vinte anos
apos o primeiro ensaio clinico (Belehradek et al. 1993; Mir 2014). Os procedimentos
operacionais padréo (POP) para a EQT foram publicados pela primeira vez em 2006, por meio
do projeto ESOPE (do inglés European Standard Operating Procedures for
Electrochemotherapy and Electrogenetherapy), e os POP para a EQT de neoplasias e
metastases cutaneas foram atualizados em 2018 (Marty et al. 2006; Mir et al. 2006; Gehl et
al. 2018). Nesse entretanto foram também publicados, em 2016, os POP da EQT para o
tratamento de neoplasias em cées e gatos (Tozon, Tratar, et al. 2016).

4.1. Fundamentos da Eletroquimioterapia

O principal mecanismo de atuacdo da EQT reside na eletropermeabilizacdo das
células neoplasicas, que potencia a captacdo do agente quimioterapico e aumenta a sua
citotoxicidade por varias ordens de magnitude. Contudo, mecanismos adicionais podem
contribuir substancialmente para a eficacia antitumoral da EQT, tais como os efeitos
modificadores do fluxo sanguineo peri e intra-tumoral e o desencadear de resposta
imunoldgica (Cemazar et al. 2008; Jarm et al. 2010; Gehl et al. 2018).
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4.1.1. Eletropermeabilizagao

A eletropermeabilizacdo (EP), também denominada eletroporagdo, é
consistentemente definida pelo aumento da permeabilidade da membrana celular, por
influéncia de um campo elétrico, a moléculas de outro modo ndo permeaveis ou com baixa
permeabilidade (Mir 2014). Das varias teorias existentes para a EP de células, a elaborada
por Eberhard Neumann é a mais frequentemente mencionada. Esta teoria afirma que as
flutuacbes normais da membrana plasmética podem ser amplificadas pelo potencial
transmembranar induzido por pulsos elétricos, resultando na formacdo de vias que
estabelecem acesso para transporte molecular (Neumann et al. 1982; Mir 2014).

Nas células animais, os meios celulares interno e externo sdo altamente condutores.
Em contrapartida, a membrana plasmatica, responsavel por isolar o meio intracelular do
extracelular, ndo é condutora. Sob a influéncia de um campo elétrico, todas as moléculas
eletricamente carregadas nos meios celulares interno e externo deslocam-se por eletroforese
e 0 seu movimento finda assim que a membrana plasmatica é atingida (Mir, 2014). Deste
modo, cargas opostas acumulam-se em ambos os lados da membrana resultando na inducéo
de um potencial transmembranar (AVm), que, segundo uma hipétese simplificada valida, é

representada pela seguinte equacao:

AVm = 1.5 X r X Eext X cos@

Onde r corresponde ao raio da célula, Eext a forga do campo elétrico externo e 6 ao
angulo polar relativo a dire¢cdo do campo elétrico. A modulag¢éo do potencial transmembranar
esta linearmente relacionada com a intensidade do campo elétrico aplicado e é dependente
da posigéo da superficie celular (Mir 2014).

O aumento do potencial transmembranar acima de um valor limiar provoca a formacgéo
de defeitos estruturais passiveis de trespasse nas membranas celulares, frequentemente
denominados poros (Abidor et al. 1979; Teissié 2014). A formag&o dos poros é um processo
estocastico no qual ocorre a penetracdo de colunas de moléculas de &gua em primeiro lugar.
Sob a acdo do campo elétrico, dipolos de agua organizam-se e formam colunas com quase
uma anica molécula de espessura que penetram a camada de caudas lipidicas — hidrofébicas.
Seguidamente, as cabecas dos fosfolipidos — hidrofilicas — movem-se também para o interior
da membrana e as colunas rapidamente dilatam de modo a originar grandes poros condutores
hidrofilicos (Mir, 2014; Neumann et al., 1982). Em suma, os grandes poros hidrofobicos (figura
1a) tornam-se hidrofilicos (figura 1b) mediante a reorientacéo das moléculas de fosfolipidos,
através da rotacao dos lipidos nos limites entre a bicamada lipidica e o meio aquoso, fazendo
com que a superficie interna do poro seja revestida com grupos polares (Abidor et al. 1979;
Neumann et al. 1982; Mir 2014).
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A estrutura fisica dos poros eletricamente induzidos é algo que ainda ndo se encontra
estabelecido claramente (Teissié 2014). No modelo inicial foi assumido que estes sdo
cilindricos e perpendiculares a superficie da membrana, e ulteriormente foi proposto
possuirem uma forma toroidal (Abidor et al. 1979; Teissié 2014). Apesar disso, a maior parte
dos modelos conclui que a maioria dos poros tém cerca de 1 nm de didmetro (Teissié 2014).

1 1 2SN
Wl Ul W% %WW

Figura 1 - Representacdo esquematica da configuracdo hipotética de um poro
hidrofébico (a) e hidrofilico (b) em secc¢ao transversal, de raio r (adaptado de Neu
and Neu 2009).

A EP da membrana celular depende de varios parametros fisicos associados a técnica:
intensidade, nimero e duracao dos pulsos elétricos (Teissié 2014). A intensidade do campo
elétrico determina a extensdo da area de membrana permeabilizada, enquanto que a
densidade de defeitos nesta area (i. e., a taxa de fluxo através da membrana) esta sob o
controlo do nimero e duracao dos pulsos elétricos (Gabriel and Teissié 1997). Assim, o
aumento da intensidade necessaria a EP resulta num aumento de area de membrana capaz
de ser permeabilizada, mas ndo num aumento especifico da permeabilidade da area alterada
(Teissié 2014).

A exposicao de células e tecidos a pulsos elétricos apropriados aporta também
consequéncias ao nivel das moléculas carregadas. O campo elétrico induz um deslocamento
eletroforético de moléculas carregadas, primeiramente em direcdo a porgdo permeabilizada
da superficie da célula e, depois, desde a por¢ao permeabilizada para o interior do citoplasma
(Mir 2014; Teissié 2014). O transporte é dependente da natureza da molécula, sendo que as
moléculas pequenas obtém maior locomobilidade (Teissié 2014).

A EP pode ser reversivel ou irreversivel. Na EP reversivel as consequéncias da
exposicdo ao campo elétrico sdo transitorias e na EP irreversivel a permeabilizacdo da
membrana celular ocorre de modo permanente, verifica-se a impossibilidade de restaurar a
estrutura da membrana e a subsequente morte celular (Davalos et al., 2005; Mir, 2014). O
mecanismo pelo qual se da a modificacdo do potencial transmembranar € semelhante em
ambas, no entanto, para a EP irreversivel sdo necessarios pulsos elétricos de maior

magnitude e duracdo (Davalos et al. 2005).
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A EP reversivel foi descrita pela primeira vez em 1982 e é uma abordagem utilizada
rotineiramente ha mais de 20 anos em biologia molecular e celular (Neumann et al. 1982;
Spugnini and Baldi 2014). Mais recentemente, a EP reversivel alcancou a aplicagéo clinica,
sendo a EQT uma das principais aplicacdes terapéuticas in vivo (Spugnini and Baldi 2014;
Teissié 2014).

Através da EP reversivel, a EQT possibilita 0 aumento da citotoxicidade dos agentes
quimioterpicos por varias ordens de magnitude unicamente na area exposta ao campo
elétrico (figura 2) (Cemazar et al. 2008; Jarm et al. 2010; Ser$a and Cemazar 2016). Deste
modo, a EQT atua como uma espécie de quimioterapia localmente potenciada (Cadossi et al.
2014).

Aplicagdo do campo elétrico
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Figura 2 — Exemplificagdo grafica da potenciagdo do agente antineopladsico mediante o
mecanismo de eletropermeabilizacdo (adaptado de Miklavéi€ et al. 2012).

4.1.2. Efeitos Modificadores do Fluxo Sanguineo

As terapias baseadas na EP causam alteracbes na circulagdo sanguinea e
permeabilidade vascular, e provocam a disrupcdo de redes de vasos sanguineos in vivo
(Kanthou et al. 2006). Posto isto, para além do mecanismo de atuagdo preponderante
supramencionado, a EQT evidencia efeitos vasculares de importancia significativa (Ser8a and
Cemazar 2016).

A EP incita um fendmeno de hipoperfuséo transiente denominado vascular lock (Gehl
et al. 2002). Estudos pré-clinicos demonstraram uma significante e imediata reducédo da
perfusdo sanguinea, de até 80 %, nos tecidos expostos aos pulsos elétricos (SerSa et al. 1999;
Ser$a and Cemazar 2016). Este fenémeno de hipoperfuséo transiente é estabelecido muito

rapidamente, podendo ser detetado no primeiro minuto apés a EP (SerSa, Jarm, et al. 2008).
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O vascular lock tem a duragdo de 1 a 2 minutos em musculo esquelético, enquanto que nas
neoplasias foi relatado que este efeito prevalece durante horas (Sersa et al. 1999; Gehl et al.
2002).

Outro efeito da EP é a inducdo da permeabilidade vascular. A administragdo dos
pulsos elétricos afeta todas as células na neoplasia, inclusive as endoteliais (Markelc et al.
2013). Uma vez expostas aos pulsos elétricos, as células endoteliais sofrem uma profunda
perturbacdo do citoesqueleto, uma perda de contratilidade e de juncdes célula-célula. Deste
modo, ocorre o arredondamento das células endoteliais e, consequentemente, a
permeabilizacdo do endotélio (Kanthou et al. 2006; Ser$a and Cemazar 2016). O vazamento
de fluidos e moléculas para o volume extracelular leva ao aumento da pressao intersticial e
sucede-se a compressao dos pequenos vasos sanguineos (Gehl et al. 2002; SerSa and
Cemazar 2016).

Para além do efeito modificador da circulagdo sanguinea imediato, estudos clinicos e
pré-clinicos evidenciaram a acgédo disruptiva vascular da EQT em neoplasias apos 24 horas
(Serda, Jarm, et al. 2008; Markelc et al. 2013; Ser$a and Cemazar 2016). Um modelo postulou
que, se as células endoteliais eletropermeabilizadas nas neoplasias internalizam o farmaco
antineoplasico e sofrem morte celular, a permeabilidade dos pequenos vasos tumorais pode
ser afetada e a circulacdo sanguinea aniquilada permanentemente (Jarm et al. 2010; SerSa
and Cemazar 2016). A continuacéo deste efeito resulta numa extensa necrose de células
neoplasicas e, por conseguinte, na completa regressao tumoral (Ser$a, Jarm, et al. 2008).

De um modo geral, os efeitos modificadores do fluxo sanguineo da EQT contribuem
para a acdo antitumoral de duas formas: através da exposicdo prolongada das células
neoplasicas ao agente antineoplasico, devido ao seu aprisionamento na neoplasia (efeito
vascular lock), e por meio de uma cascata de morte celular secundaria, resultante do défice
de oxigénio e nutrientes e da acumulacdo de produto residual na neoplasia (efeito de

disrupcéo vascular) (figura 3) (Jarm et al. 2010).
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Figura 3 — Exemplificagdo gréafica dos efeitos modificadores do fluxo sanguineo resultantes
da eletropermeabilizacéo (EP) e eletroguimioterapia (EQT) (adaptado de Jarm et al. 2010).

4.1.3. Resposta Imunitaria

A eficicia da EQT também é, em parte, sustentada por uma resposta imunitaria (Mir
2006). A destruicdo das células neoplasicas ativa uma resposta do sistema imunoldgico que,
por sua vez, contribui para a erradicagédo das células neoplasicas remanescentes (SerSa and
Cemazar 2016).

Foram evidenciadas diferengas na resposta das neoplasias & EQT em funcdo do
estado do sistema imunitario do animal desde os primeiros ensaios pré-clinicos (Silve and Mir
2010). A eficacia antitumoral da EQT demonstrou ser substancialmente menor em murganhos
nude que em murganhos imunocompetentes (Mir et al. 1991; Ser3a et al. 1997; Calvet and
Mir 2016). Num dos estudos, o tempo de atraso da progresséao tumoral foi aproximadamente
duas vezes mais longo em murganhos imunocompetentes que em murganhos
imunocomprometidos (SerSa et al. 1997). Além disso, as neoplasias completamente
erradicadas foram exclusivamente observadas em animais com resposta imunolégica normal
(SerSa et al. 1997; Jarm et al. 2010).

4.2. Protocolos de Eletroquimioterapia

Uma vez alcancado o nivel pretendido de analgesia, o agente antineoplasico é
administrado por via intralesional ou intravenosa (Spugnini and Baldi 2014). Os POP da EQT
para o tratamento de neoplasias em cées e gatos indicam a administracéo intralesional para

pacientes com apenas um ou poucos nédulos, e a administracao sistémica quando possuem
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acima de cinco nédulos, aproximadamente (Tozon, Tratar, et al. 2016). Por sua vez, nos mais
atuais POP para a EQT de neoplasias e metastases cutaneas, a administracao intralesional
€ recomendada para as neoplasias de menores dimensdes e em menor nUmero — menores
ou iguais a 3 cm? ou com 7 ou menos nédulos —, enquanto que a administracdo sistémica é
preferivel para neoplasias maiores e numerosas — acima de 3 cm? ou de 7 nddulos (Gehl et
al. 2018).

Em varios dos estudos em animais de companhia foi adotado um pré-tratamento com
administracdo local de hialuronidase, a fim de dissolver o tecido conjuntivo persistente e,
consequentemente, possibilitar uma distribuicdo mais homogénea do agente antineoplasico
(Spugnini, Baldi, Vincenzi, et al. 2007; Spugnini, Filipponi, et al. 2007; Spugnini, Dotsinsky,
Mudrov, Bufalini, et al. 2008; Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, Citro, et al. 2008; Spugnini,
Dotsinsky, Mudrov, De Luca, et al. 2008; Spugnini et al. 2009; Spugnini et al. 2010).

Os pulsos elétricos permeabilizadores sdo administrados depois dos agentes
antineoplasicos, devendo ser aplicados durante o pico de concentragdo maximo do agente
(Spugnini and Baldi 2014). Segundo os POP da EQT para o tratamento de neoplasias em
cées e gatos, os pulsos elétricos devem ser aplicados de modo imediato (dentro de 1 minuto),
se 0 agente antineoplasico for administrado por via intralesional, ou passados 8 minutos, se
administrado por via intravenosa. Previamente é realizada a tricotomia da area de pele a ser
subjugada ao tratamento e € utilizado um gel eletrocondutor de base aguosa de modo a

maximizar o contacto entre a lesdo e os elétrodos (Tozon, Tratar, et al. 2016).

O tratamento é repetido em intervalos de uma ou duas semanas até que seja
alcancada uma resposta completa ou até que ocorra progressao da neoplasia (Spugnini and
Baldi 2014).

4.2.4. Agentes Antineoplasicos

O pré-requisito para que o agente antineoplasico seja eficaz em combinacdo com a
EP é o proprio ndo ser capaz de atravessar a membrana celular, devido as suas propriedades
quimicas ou por falta de mecanismo de transporte (Gehl et al. 1998; Mir 2006). Os que mais
beneficiam desta associa¢do sdo os agentes antineoplasicos de natureza lipofébica (Spugnini
et al., 2016). A bleomicina e a cisplatina sdo os agentes correntemente utilizados na pratica
clinica da EQT, sendo que a bleomicina foi o primeiro e mais ativamente estudado (Spugnini
et al. 2016; Tozon, Tratar, et al. 2016; Gehl et al. 2018).
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4.2.4.1. Bleomicina

A bleomicina foi descoberta pela primeira vez em 1966 por Umezawa et al. Esta
molécula pertence a familia dos antibiéticos glicopeptidicos e exibe atividade citotdxica em
células de mamiferos. A citotoxicidade da bleomicina advém principalmente da indugédo da
clivagem de cadeia simples e dupla de ADN e, secundariamente, da indugédo da clivagem
seletiva de RNA (Mir et al. 1996; Gothelf et al. 2003; Spugnini et al. 2012). No entanto, devido
a sua natureza lipofébica, as moléculas de bleomicina apenas podem ser internalizadas nas
células por meio de proteinas de transporte da membrana celular, o que, sob condicbes
normais, resulta numa captacdo lenta e quantitativamente limitada (Gothelf et al. 2003;
Spugnini et al. 2012). Para além disso, 0 principal mecanismo de evasdo das células
neoplasicas submetidas a quimioterapia consiste na modulag&o da expresséo das proteinas
de transporte nas membranas plasmaticas, com consequente comprometimento da sua
fungéo (Spugnini et al. 2012; Almasi and Hiani 2020).

Quando as células séo eletropermeabilizadas, a bleomicina passa a ter acesso direto
ao citosol e a fragmentacdo de ADN é concluida em menos de trinta segundos apds a sua
entrada na célula (Mir et al. 1996; Spugnini et al. 2016). Num estudo comparativo entre a acao
da bleomicina com EP e da bleomicina isolada, foram evidenciados dois diferentes
mecanismos de morte celular, dependentes do numero de moléculas de bleomicina
interiorizadas. Na auséncia de EP, apenas alguns milhares de moléculas de bleomicina sdo
interiorizadas; as células alvo param na fase G2-M, aumentam de dimensdo e tornam-se
polinucleadas antes da morte. Quando a bleomicina é combinada com a EP, o nimero de
moléculas interiorizadas torna-se aproximadamente setecentas vezes superior e, neste caso,
é induzida morte celular apoptética (Tounekti et al. 1993; Gothelf et al. 2003; Spugnini et al.
2012; Spugnini et al. 2016).

4.3. A Eletroquimioterapia em Medicina Veterinéria

A EQT demonstrou ser adequada para o tratamento de varias neoplasias cutaneas e
subcutaneas de diferentes tipos histol6gicos em cées, gatos e cavalos (Spugnini et al. 2016;
Tozon, Tratar, et al. 2016). Até a data, as neoplasias predominantemente tratadas em
Medicina Veterinaria incluem: mastocitoma e tumores perianais caninos, CCE felino e
sarcoides equino (Tozon, Tamzali, et al. 2016). As taxas de resposta global obtidas pelos
animais de companhia submetidos a EQT para tratamento de neoplasias cutaneas e
subcutaneas rondam os 80%, sendo comparaveis as obtidas em Medicina Humana no

tratamento de neoplasias semelhantes (Mali, Jarm, et al. 2013; Tozon, Tamzali, et al. 2016).
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A EQT é utilizada de modo adjuvante na maioria das neoplasias, excetuando o tumor
perianal em cdes e o CCE da cabec¢a em gatos, nos quais pode ser adotada como tratamento
de primeira linha (Spugnini et al. 2016).

A EQT continua a ser investigada para neoplasias de diferentes tipos histolégicos em
animais de companhia, tendo vindo a definir padrdes de resposta especificos e fatores de
progndstico, clinicos e histopatoldgicos (Spugnini, Baldi, Vincenzi, et al. 2007; Spugnini, Baldi,
Mellone, et al. 2007; Spugnini, Vincenzi, et al. 2011; Spugnini et al. 2012). Atendendo a sua
relativa simplicidade de execucdo, acessibilidade de precos e eficacia, a EQT demonstra-se

promissora na Medicina Veterinaria (Cemaiar et al. 2008; Tozon, Tamzali, et al. 2016).

5. A Eletroquimioterapia como Tratamento de CCE em Gatos

A EQT tem demonstrado ser extremamente eficaz em carcinomas felinos da cabeca e
pescoco, em particular nos CCE induzidos por exposi¢do solar (Spugnini et al. 2016). O
primeiro estudo na regido da cabeca relata a utilizacdo da EQT para o tratamento de
carcinomas felinos induzidos por exposicdo solar (Spugnini and Baldi 2014). Neste, os gatos
com CCE foram tratados com bleomicina IT seguida de sucessbes de pulsos elétricos
bifasicos. A resultante taxa de resposta clinica descrita foi de 100%, com 77,7% de respostas
completas e 22,3% de respostas parciais, e 0os efeitos colaterais foram limitados a eritema
transiente, edema e inflamacéao focal (Spugnini et al. 2009). Posteriormente, um outro estudo
em gatos com CCE, desta vez com administracéo de bleomicina IV seguida de pulsos elétricos
de onda quadrada, alcancou uma taxa de resposta completa de 81,8% (Tozon et al. 2014).
Em ambos os estudos foram descritas taxas de respostas muito altas e duradouras (entre 2
meses e 3 anos e meio), assim como muito bons resultados cosméticos, no que diz respeito
a aparéncia e preservacgao de funcdo (Spugnini et al. 2009; Tozon et al. 2014; Spugnini et al.
2016).

A EQT foi posteriormente descrita para o tratamento de carcinomas avancados da
cabeca e pescoco em gatos, exceto CCE orais (Spugnini et al. 2016). Neste artigo de
pesquisa, 0s gatos com CCE avancados foram distribuidos por dois grupos de tratamento
diferentes: bleomicina isolada (grupo de controlo) ou bleomicina IT combinada com EQT. O
grupo da EQT atingiu uma taxa de resposta global de 89%, com 81% de respostas completas
e tempo mediano até recidiva de 60 semanas, enquanto que o grupo de controlo obteve uma
taxa de resposta de 33% e tempo mediano até recidiva de 2 semanas (Spugnini and Baldi
2014; Spugnini et al. 2015). Os efeitos colaterais foram limitados a inflamacao local e a EQT
exibiu melhores resultados que o grupo de controlo (Spugnini et al. 2015; Spugnini et al. 2016).
Esta investigagdo preliminar demonstrou a capacidade da EQT tratar carcinomas amplos,

mesmo em areas sensiveis como a area periocular e palpebras (Spugnini et al. 2016).
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Mais recentemente, a aplicacdo de EQT com duas diferentes doses de bleomicina 1V
em gatos com CCE cuténeos resultou numa taxa de resposta de 72% no final do periodo de
observacao, inteiramente constituida por respostas completas (Dos Anjos et al. 2020). O mais
recente estudo descreve a EQT como tratamento de CCE felinos do plano nasal e relata uma
taxa de resposta global de 96,7%, com 65,6% de respostas completas (Sim¢i¢€ et al. 2021).
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Tabela 3 - Resumo dos estudos de EQT realizados em gatos com CCE.

Tipo Histolodgico e

A Estadio N.°de Agente Resposta ao Duracdo da
Localizacao . . Protocolo . : Ref.2
L Clinico | Pacientes Antineoplasico Tratamento Resposta
Anatémica (n)
. 3RC 90-465 dias o
CCE: - 8 pulsos elétricos o (Spugnini
Elano na;al (2), 3 4 bifasicos Bleomicina 1RP 120 dias and
pavilhdo auricular (2) 1300 V/em e 800 IT Porrello
e oral (1) viem 1 DP _ 2003)*
CCE: : < 77,7%RC | 90-1613 dias .
Plano nasal (7), To-Ta 9 8 plﬁ;gziscl)estrlcos Bleomicina 100% (Szgglmm
pavilhdo auricular (1) NoMo IT RG; 2009'
e periocular (1) 1300 V/em 22,3%RP | 70-90 dias )
CCE: "
- 8 pulsos elétricos - 81,5% RC (9/11)
Plano nasal (8), Bleomicina (Tozon et
avilhio auricular (7) Tis-Ts 11 de onda quadrada I e 2-42 meses al, 2014)
P . 1300 Vicm 87,5% RC (14/16) '
e periocular (1)
CCE e carcinoma Tempo (Szugnlig_i
. . Ly an aldi
.anaplasmo To-Ts 8 pulfs?s.eletncos Bleomicina 89% RG; mediano até 2014;
perioculares (12) e M 26 bifasicos I 81% RC recidiva: Spugnini
CCE avangado da 0 1300 V/cm ° 15 mese.s ot al
cabeca (14) 2015)
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E:
Planocr:wgsal (33) T2 (31) .
periocular (22) 1 T2(16) '8 pul.sos.elétrlcos Bleomicina : (Dos
pavilhao auricular, ©) Ts (5) 56 bifasicos IV 72% RC 30-485 dias Anjos et
- " Ta (4) 1300 V/cm al. 2020)
labio (4) NoM
e mandibula (1) oo
- 8 pulsos elétricos i 96,7% RG,; o
P|anCoCr|1£asa| NII\XAO 61 de onda quadrada B'GOIT/'C'”"" 65,50 RC 39-302 dias (j'_”;g';’l‘jt
400-1300 V/cm 31,1% RP

1 Nota. IT, via intralesional; 1V, via intravenosa; RC, remissdo completa; RP, remisséo parcial; RG, resposta geral. *Pacientes de um estudo de EQT que incluiu varios animais de
2 companhia e neoplasias de diferentes tipos histolégicos.

25




© 00 N O o b

10

11

12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31

I = ELETROQUIMIOTERAPIA COMO TRATAMENTO DE CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS EM GATOS: ESTUDO RETROSPETIVO

1. Objetivos

O presente trabalho teve como principal objetivo a realizacdo de um estudo
retrospetivo para avaliagdo da eficacia da EQT como abordagem terapéutica em gatos
diagnosticados com CCE orais e cutaneos localizados na cabeca e pescoco, com
classificacdo da resposta as quatro semanas apés tratamento. Pretendeu-se ainda a
avaliacdo da seguranca do tratamento através do relato e caraterizagéo dos efeitos adversos,

locais e sistémicos, experienciados pelos animais submetidos a EQT.

2. Materiais e Métodos
2.1. Pacientes

Durante um periodo de treze meses, entre dezembro de 2015 e novembro de 2016,
um total de quinze gatos com CCE na regido da cabega admitidos no Hospital Veterinario

Berna, do grupo OneVet, foram submetidos a tratamento com EQT.

No estudo foram incluidos todos os gatos, fémeas ou machos, submetidos a pelo
menos uma sessao de quimioterapia no periodo de tempo considerado, e com um seguimento
realizado no minimo quatro semanas apos o inicio do tratamento. Foram incluidos apenas
gatos com diagnoéstico de CCE por exame citolégico ou histopatolégico. Previamente ao
tratamento de EQT foi obtido o consentimento informado dos tutores de cada um dos animais.

Os animais sujeitos a outros tratamentos de modo concomitante foram excluidos deste
estudo, assim como os com presenca de metastizacdo, regional e a distancia, ou com
doencas subjacentes potencialmente fatais.

Dos quinze gatos, doze eram particulares e trés pertencentes a instituicdes zoofilas.
Os animais foram tratados com EQT na impossibilidade da pratica de tratamentos padrao
(devido, por exemplo, a localizacdo ou extensdo das neoplasias), na auséncia do
consentimento dos tutores para outros tratamentos ou por razdes de natureza econdémica.

Dos quinze gatos incluidos no estudo, treze apresentavam CCE cutaneos (onze com
CCE do plano nasal, um com CCE da palpebra e um com CCE da comissura palpebral,
témpora e fronte) e dois possuiam CCE orais (um com CCE maxilar e um com CCE

mandibular).
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O diagnostico de CCE foi confirmado por exame histopatolégico em seis gatos, quatro
com CCE cutaneos (pacientes 6, 10, 11 e 13) e dois com CCE orais (pacientes 5 e 15). Destes,
um gato com lesdo cutanea do plano nasal (paciente 6) foi diagnosticado por exame
histopatol6gico com carcinoma escamoso basaldide, subtipo histol6gico do CCE.

Nos restantes gatos, para além da aparéncia e localizagéo tipicas das lesbes
cutaneas, a realizacao de citologia aspirativa — puncao aspirativa por agulha fina — suportou
o diagndstico de CCE.

Todos os gatos foram submetidos a uma extensa anamnese e exame fisico geral, com
palpagcdo e avaliagdo citolégica dos linfonodos submaxilares para avaliar a presenca de
metastizacdo. Foram também realizadas colheitas para hemograma completo e perfil
bioguimico antes do tratamento. Ademais, em dois gatos foram realizadas radiografias
toracicas e ultrassonografias abdominais (pacientes 11 e 13), e trés foram submetidos ao
exame de TC (pacientes 8, 13 e 15).

O grupo de estudo é composto por cinco fémeas e dez machos com idades
compreendidas entre os 4 e os 17 anos (média de 9,7 anos). Apenas um gato era de raga
determinada, Bosques da Noruega, sendo 0s restantes catorze de raga indeterminada. As
les6es de CCE a tratar foram medidas com recurso a um paquimetro (figura 4). O diametro
maior das lesdes de CCE na altura da admissao encontrava-se entre os 0,6 e 0s 4,5 cm.

Embora os pacientes incluidos no estudo n&o tenham recebido tratamento concomitante,
dois dos gatos com CCE cutaneos do plano nasal foram previamente sujeitos a diferentes
tratamentos. A apresentacdo, o paciente 9 ja tivera sido tratado com duas sessdes de
criocirurgia, sem resposta, e 0 paciente 14 apresentara recidiva local apos tratamento com

TFD (duracéo de resposta de aproximadamente um més e meio).

i

Figura 4 - Demonstragdo da medicéo
de umaleséo de CCE do plano nasal
com um paquimetro (paciente 13).
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2.2. Gerador de Pulsos Elétricos

Foi utilizado um dispositivo gerador de pulsos elétricos de uso exclusivo veterinério —
ELECTROvet® S13 (LEROY biotech) —, projetado para a aplicacao de tratamentos de EQT e
eletrogeneterapia em ndédulos neoplasicos cutdneos e subcutaneos (figuras 5 e 6). O
ELECTROvet® S13 cumpre os requisitos das diretivas europeias 2006/95/EC (12/12/2006),
aplicavel ao material elétrico destinado a ser utilizado dentro de certos limites de tenséo, e
2004/108/EC (15/12/2004), relativa a compatibilidade eletromagnética.

O ELECTROvet® S13 é composto por um gerador de pulsos elétricos com forma de
onda quadrada. Este providencia a possibilidade de empregar diferentes tensdes elétricas,
um variado numero de pulsos elétricos e respetivas duragfes. Os pulsos elétricos ndo séo
produzidos de modo individual, mas sim em descargas (bursts) de oito pulsos cada, de forma
a reduzir o tempo de tratamento e a morbilidade geral do paciente. A configuragdo padréo
deste gerador de pulsos para a EQT consiste em séries de oito pulsos elétricos com a duracéo
de 100 ps (50 + 50 ps) cada, com 1300 V/cm de amplitude para a relacdo da distancia entre
elétrodos e frequéncia de 500Hz.

A aplicacao dos pulsos elétricos € aprontada através do toque no ecra tatil ou ao
exercer pressao no pedal interruptor. De modo subsequente, 0s pulsos elétricos séo
fornecidos quando pressionado o botédo de ativacéo situado no suporte do elétrodo portatil.

> _

Figura 5 - Exemplar Exemplar do Figura 6 - Dispositivo gerador de pulsos
dispositivo gerador de pulsos elétricos utilizado, ELECTROvet® S13
ELECTROvet® S13 (LEROY bhiotech) com o (LEROY biotech).

respetivo pedal e elétrodo.

Obtido a 20 de Dezembro, 2016, a partir de:
http://vetiss.pl/urzadzenie/eLECTROvet-
S13
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2.3. Elétrodo

Foi utilizado o elétrodo portatil associado ao dispositivo gerador de pulsos elétricos
ELECTROvet® S13 (primeira geracao).

O elétrodo é equipado com um boté&o de ativacio de pulsos elétricos no seu suporte.
E constituido por um par de elétrodos de hastes de aco inoxidavel, paralelos e com
configuracdo em "L", especialmente concebido para o tratamento de neoplasias cutaneas de
qualquer dimensao (figura 7).

Os elétrodos possuem pontas arredondadas, uma espessura de 2 mm e uma altura
de 15 mm, esta ultima dimens&o que representa a por¢ao do elétrodo utilizada para cingir e
comprimir as neoplasias proeminentes. As bordas dos elétrodos representam as porgoes
destinadas ao contacto com neoplasias de superficie lisa e perfazem uma &rea fixa de 10 mm
por 10 mm. Deste modo, a distribuicdo de um campo elétrico adequado para a inducdo da EP
nas células dos tecidos alvo (i. e., neoplasia) verifica-se numa area de sensivelmente 1 cm?

com este elétrodo (figuras 8 e 9).

Figura 7 - Elétrodo portatil utilizado com
configuragao em “L”.
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Figura 8 - Representacdo esquematica das partes ativas do
elétrodo utilizado com configuragio em “L” e respetivas
dimensdes; vista lateral (a) e vista frontal (b).

wuw QT

Figura 9 - Representacédo esquematica das porcGes do elétrodo
utilizado destinadas ao contacto com neoplasias de superficie
lisa (vistafrontal) e darespetiva distribuicdo de campo elétrico.
O tracejado azul representa a area aproximada onde o campo
elétrico local é suficiente para a EP.

2.4. Procedimento do Tratamento

O tratamento foi realizado em conformidade com os protocolos de EQT
fundamentados nos estudos anteriores no ambito da Medicina Veterinaria de EQT associada
a bleomicina como tratamento de CCE em gatos (Spugnini and Porrello 2003; Spugnini et al.
2009; Tozon et al. 2014; Spugnini et al. 2015).

Os pacientes foram sujeitos a uma anestesia geral de curta duragcéo. Para este efeito,
foram utilizadas diferentes combinacdes de farmacos injetaveis, administrados por via
intravenosa ou intramuscular. Os farmacos individuais e as respetivas doses utilizadas foram
adequados as necessidades especificas dos pacientes, do clinico e do tratamento.

Para a pré-medicacdo foram utilizados opiodides, como a metadona (0,3 mg/kg),
agonistas alfa-2 adrenérgicos, como a medetomidina (0,01-0,05 mg/kg), e derivados das
benzodiazepinas, como o midazolam (0,05-0,3 mg/kg). Passados sensivelmente trinta
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minutos foi induzida a anestesia geral com alfaxalona (0,5 mg/kg) ou propofol (ao efeito). O
fentanil (2-5 pg/kg) foi utilizado, por vezes, como agente complementar.

Seguiu-se a colocacao do tubo endotraqueal e a anestesia foi mantida com isoflurano,
administrado ao paciente em oxigénio através de um circuito anestésico. Durante a anestesia
todos os animais receberam fluidoterapia endovenosa, com Cloreto de Sodio 0,9% ou Lactato
de Ringer, e foi assegurada a monitoriza¢éo da funcao respiratoria, da fungdo cardiovascular
e da temperatura corporal.

Em alguns dos gatos foi ainda empregada anestesia regional, nomeadamente o
bloqueio de nervos periféricos (figura 10). O bloqueio anestésico dos nervos da mandibula e
da maxila foi realizado com a combinacéo de bupivacaina (0.5%) e lidocaina (2%).

Dois gatos com CCE do plano nasal foram medicados com atropina (0,02 mg/kg) por

via intravenosa devido ao excesso de secre¢des do trato respiratorio.

Figura 10 - Bloqueios anestésicos do nervo maxilar (A) e do nervo infraorbitério (B).

Figura 11 - Gato sob anestesia geral, posicionado
parainiciar o tratamento com EQT (paciente 4).
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Uma vez alcancado o nivel pretendido de analgesia, foi administrado na forma de uma
injecdo intravenosa lenta o agente antineoplasico de eleicdo — a bleomicina, na dose de 30
mg/m?. A bleomicina foi administrada por via intralesional apenas na primeira sessédo de EQT
no gato com CCE oral da maxila, na dose de 3 mg/cm?,

Aproximadamente dez minutos ap6s a administracdo da bleomicina por via
intravenosa — cinco minutos quando administrada por via intralesional —, foi induzida a
eletropermeabilizacdo do tecido neoplasico. Os pulsos elétricos permeabilizadores foram
ministrados mediante a aposi¢do do elétrodo na superficie do tecido neoplasico (figura 12).
Cada carga aplicada foi composta por uma sequéncia de oito pulsos elétricos de forma de
onda quadrada, com 1300 V/cm de amplitude, 100 us de duragao e 1 Hz de frequéncia. O
contacto do elétrodo com a &rea a tratar foi otimizado com a prévia aplicacdo de um gel

condutor.

Uma vez que o campo elétrico diminui rapidamente na area exterior aos elétrodos, o
tecido a tratar foi totalmente enquadrado dentro dos elétrodos. Os pulsos elétricos foram

empregados em toda a extensdo das neoplasias, assim como nas margens.

De modo a assegurar cobertura suficiente, efetuou-se a sobreposicdo de pulsos
elétricos no tecido neoplasico. A administracdo da primeira série de oito pulsos elétricos é
alcancada num unico disparo. Na administracéo da segunda série de oito pulsos elétricos, 0s

elétrodos sao dispostos perpendicularmente ao primeiro posicionamento do elétrodo.

Para as neoplasias com area superior a 1 cm? foi utilizado um padréo para a aplicacéo
dos pulsos elétricos. O elétrodo foi movido de modo sistematico — depois de acionado e de
emitidos os pulsos elétricos numa determinada area, o elétrodo foi sendo disposto de modo
adjacente as areas previamente tratadas, repetidamente, até ter sido abrangida a neoplasia

na sua total extensao.

O posterior internamento em hospital visou a monitorizacdo de possiveis efeitos
adversos, a estabilizacdo do quadro inflamatério, 0 maneio da dor e a colmatacdo de
necessidades nutricionais. Uma vez hospitalizados, os pacientes iniciaram o tratamento com
fluidoterapia endovenosa com Cloreto de Sddio 0,9% ou Lactato de Ringer, ranitidina (2
mg/kg) por via subcutédnea e meloxicam (0,05 mg/kg) por via oral ou subcutanea, a cada 24

horas.
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Figura 12 - Administracao de pulsos elétricos permeabilizadores em gatos com CCE
do plano nasal (pacientes 1, 3, 6 e 13, na devida ordem).

Em quatro gatos (pacientes 6, 11, 12 e 13) foi colocado um tubo de alimentacéo enteral

(tubo de esofagostomia) no final no tratamento com EQT (figura 13).

Figura 13 - Gato com tubo de esofagostomia
colocado apds EQT (paciente 12).
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As consultas de seguimento decorreram, quando possivel, na primeira, segunda e
quarta semanas ap6s EQT. Em cada consulta foi realizado o exame fisico e as lesGes foram
documentadas fotograficamente. A avaliacdo foi feita através da observacao clinica da area
de superficie tratada e da medi¢cdo do tamanho dos nddulos. O tempo de observacao foi
determinado como o periodo entre o primeiro tratamento com EQT e a Ultima observagéo do
paciente.

2.5. Classificacdo da Resposta

A resposta ao tratamento foi classificada na quarta semana apés a sua concluséo. A
classificacdo da resposta ao tratamento foi feita com base nos Critérios de Avaliagdo de
Resposta em Neoplasias Solidas — RECIST, do inglés Response Evaluation Criteria in Solid
Tumours, versao 1.1, 2009 —, sumarizados na tabela 4. Segundo estes, as respostas foram
categorizadas em: remissdo completa (RC), definida pelo desaparecimento total da(s)
lesdo(Bes), e na qual qualquer linfonodo patologico deve apresentar uma redugdo do eixo
curto para < 10 mm; remisséo parcial (RP), determinada por uma reducéo de, pelo menos,
30% da soma dos didmetros das lesdes; doenca progressiva (DP), determinada por um
aumento de, pelo menos, 20% da soma dos diametros das leses — assumindo como
referéncia a menor soma dos didmetros durante o estudo — e por um aumento absoluto de,
pelo menos, 5 mm (o surgimento de uma ou mais novas lesdes é também considerado
progressao); e doenca estavel (DE), quando nem a diminuicao é suficiente para a qualificacao
de RP, nem o aumento é suficiente para a qualificacdo de DP. A duragcdo da resposta &
guantificada desde o momento da acesséo da classificacdo da resposta, onde sdo atendidos
os critérios de RC ou RP pela primeira vez, até a data em que é objetivamente documentada
a recidiva ou progressdo da doenca. A resposta objetiva (RO) foi determinada pela
combinacdo de RC e RP (Eisenhauer et al. 2009).

Tabela 4 - Classificacdo da resposta ao tratamento com base nos Critérios de Avaliacdo de

Resposta em Neoplasias Solidas (RECIST) (adaptado de Eisenhauer et al. 2009).

Critérios de classificacdo de resposta

RC Desaparecimento total da(s) lesdo(des)

RP Redugdo = 30% da soma dos diametros das lesdes

DP Aumento = 20% da soma dos didmetros das lesdes ou aumento absoluto = 5 mm

DE Diminuigdo insuficiente para RP ou aumento insuficiente para DP

Nota. RC, remissdo completa; RP, remissao parcial; DP, doenca progressiva; DE, doenca estavel.
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No seguimento, os possiveis efeitos colaterais locais e sistémicos foram avaliados e

determinados de acordo com a escala de toxicidade estabelecida por um grupo de veterinarios

oncologistas, Veterinary Cooperative Oncology Group, no documento Common Terminology

Criteria for Adverse Events Following Chemotherapy or Biological Antineoplastic Therapy in
Dogs and Cats (VCOG-CTCAE, versao 1.1, 2011) (tabelas 5 e 6). Foram considerados todos
os efeitos adversos registados nas fichas clinicas dos animais. Para além da interpretacéo

dos dados clinicos, foi também tido em consideracéo o feedback dos tutores.

Tabela 5 - Classificacdo, em graus, da intensidade dos efeitos adversos de acordo com o

Veterinary Cooperative Oncology Group (adaptado de VCOG-CTCAE 2011).

Classificacdo da intensidade dos efeitos adversos

Grau 1 Ligeiro. Assintomatico ou sintomas ligeiros; apenas sinais clinicos ou
observacdes de diagnoéstico; sem indicacdo para intervengao.

Grau 2 Moderado. Indicacdo para intervencdo minima, ndo invasiva ou em ambulatorio;
limitacdo moderada das atividades diarias®.

Grau 3 Grave ou clinicamente significativo, mas sem risco de vida imediato. Indicagéo
para hospitalizagdo ou prolongamento da hospitaliza¢éo; incapacitante; limitacéo
significativa das atividades diarias.

Grau 4 Consequéncias que representam risco de vida. Indicagdo para intervencdes
urgentes.

Grau 5 Morte relacionada com os efeitos adversos.

Nota. 2 As atividades diarias traduzem-se na alimentacao, descanso, defecagao e miccao.

Tabela 6 - Classificagdo, em graus, da intensidade dos efeitos adversos mais comuns no grupo
de estudo de acordo com as categorias individuais estabelecidas pelo Veterinary Cooperative
Oncology Group (adaptado de VCOG-CTCAE 2011).

Efeito Grau
Adverso 1 2 3 4 5
. Lgtarglg Letargia Com.p.rometldo, Incapacitado;
ligeira acima | moderada que atividades a
Letargia/ Ados gagsa alguma diarias alimentacéo
. parametros | dificuldade na severamente
fadiga/ q izaca limitadas: deve ser Morte
desempenho Ae _ concrg |.zagao _ 'ml "_’l as, forcada e as
referéncia; das atividades | incapacidade de S
geral - iy e atividades
atividade diarias® restringir a diarias
diminuida, ambulatério defecacéo e .
o i socorridas.
mas com apenas para miccao a areas
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capacidade | comer, dormir, aceitaveis;
funcional defecar e urinar consome
aceitavel. consistentemen alimento se
te em areas oferecido no
aceitaveis. local.
Ingestao oral Duracéo > 3
alterada (< 3 dias associada .
. Consequénci
L dias) sem a perda de peso
Necessaria o as que
~ perda significativa (=
persuasao e representam
~ significativa de 10%) ou . .
. ou alteracéo . risco de vida;
Anorexia . peso; podem subnutricao; NS Morte
da dieta o o indicacéo
ser indicados indicacdo para
para manter ) X para NPT,
. suplementos fluidoterapia 1V, -
0 apetite. . . ) . . duracdo >5
nutricionais/esti alimentacéo dias
mulantes do forgada ou por '
apetite. tubo.
Dor moderada;
controlavel com
- analgésicos Dor intensa;
Dor ligeira ~ .
~ padréo (AINE, | controlavel com
que nao . Dor
. opidides) por analgesia . .
interfere ) R incontrolavel
via oral; dor ou sistémica; dor
Dor coma . L. ou -
~ analgésicos ou analgésicos | . .
funcgéo; ) ) incapacitante
, interferem com | interferem com
controlavel N L
a funcdo, mas as atividades
com AINE. - L,
nao com as diarias.
atividades
diarias.

Nota. 2 As atividades diarias traduzem-se na alimentacao, descanso, defecagdo e miccao.

3. Resultados

Os tratamentos foram realizados em relativamente pouco tempo, sem intercorréncias.
Cada sesséao de EQT durou entre 30 a 50 minutos, sendo que destes, apenas 10 a 20 minutos
foram reservados para a administracdo da bleomicina e aplicacdo dos pulsos elétricos
permeabilizadores. Cada sequéncia de oito pulsos € muito breve e, assim sendo, toda a area
de superficie das neoplasias foi percorrida pelo elétrodo em poucos minutos. O nimero de
séries de oito pulsos elétricos ministradas em cada sessao variou entre 2 a 10 (tabela 8).

A hospitalizagdo apés o tratamento com EQT foi também de relativa curta duragao. A
maior parte dos pacientes permaneceram hospitalizados 48 horas apds o tratamento, tendo
havido quatro pacientes que, apés uma das suas sessoes, ficaram hospitalizados por apenas

24 horas (pacientes 4, 5, 8 e 13). No entanto, quatro gatos necessitaram de uma
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hospitalizagdo prolongada de uma (pacientes 12, 13 e 15) e duas semanas (paciente 6) em
pelo menos uma sesséo de EQT.

A EQT foi, de um modo geral, bem tolerada. Os efeitos adversos relacionados com a
EQT verificados ao longo do tempo de observacdo foram limitados a inflamacédo e dor
localizadas, prostracdo e anorexia. No que diz respeito a gravidade, os efeitos adversos
variaram entre o grau 1 e grau 3, de acordo com o VCOG-CTCAE. A maioria dos efeitos
adversos observados no grupo de estudo foram ligeiros, classificados em grau 1 (tabelas 5 e
6).

O controlo da inflamacao e dor foi em grande parte alcangado com o farmaco anti-
inflamatorio ndo esteroide (AINE) meloxicam. Apdés o breve periodo de hospitalizagéo, os
pacientes tiveram alta com medicacdo oral de famotidina (1 mg/kg) e meloxicam (0,025-0,5
mg/kg), administrada de 24 em 24 horas, até perfazer 7 a 15 dias ou até reavaliacdo. Em
alguns casos, a inflamagéo de tecidos subcutaneos mais profundos ocasionou prurido de
forma a ter sido necessario recorrer ao uso de colares isabelinos durante a recuperacao,
precavendo o traumatismo autoinfligido.

Quando necessario um refor¢o adicional de analgesia, foi utilizado gel de lidocaina
tépico, buprenorfina (0.02 mg/kg) por administracao transmucosal na cavidade sublingual, de
12 em 12 horas, ou metadona (0,2 mg/kg) por via intramuscular, de 8 em 8 horas, até
reavaliacao.

A antibioterapia foi levada a efeito em nove dos animais, com amoxicilina e acido
clavulanico (12,5 mg de substancia ativa combinada/kg) por via oral, de 12 em 12 horas, ou
subcutanea, de 24 em 24 horas, ou com enrofloxacina (5 mg/kg) por via oral ou subcutanea,

de 24 em 24 horas, entre 5 a 10 dias.

Em um dos gatos com CCE cutaneo da palpebra (paciente 8), a antibioterapia ocular
foi feita mediante administracdo tépica sob a forma de colirios contendo tobramicina e
cloranfenicol. No mesmo, a diminuicdo da producdo de lagrima foi tratada com um gel
oftadlmico lubrificante.

Em nove de quinze animais foi observada anorexia, trés com classificagdo de grau 1,
dois de grau 2 e quatro de grau 3 (tabela 6). A anorexia foi particularmente marcada na
primeira semana apos o tratamento. Quatro pacientes foram tratados para a estimulagcéo do
apetite com mirtazapina (um quarto de um comprimido de 15 mg por animal) por via oral, de
72 em 72 horas.

Todos os gatos submetidos a EQT manifestaram contracdes musculares transitorias
na area subjacente ao elétrodo aquando da aplicacdo dos pulsos elétricos, desaparecendo

imediatamente apos serem ministrados.
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Tabela 7 - Resumo das caracteristicas dos quinze gatos com CCE incluidos no estudo.

D (:jnid;, N.° de Localiza?éo Tamanho Diagnéstico Estadio Tratam.entos
LesOes Anatémica (cm) (OMS) Anteriores
sexo
1. 13, F 1 Plano nasal 1,8 Citopatologia T3NoMo -
2. 8, F 1 Plano nasal 1,6 Citopatologia - -
3. 8, F 1 Plano nasal 0,6 Citopatologia - -
4, 14, M 1 Plano nasal 3 Citopatologia - -
5. 10, M 1 Mandibula ND Histopatologia - -
6. 5 M 1 Plano nasal e 45 Histopatologia _ ~
labio (subtipo histoldgico basal6ide)
10, M 1 Plano nasal 2 Citopatologia - -
8. 4, F 1 Palpebra 11 Citopatologia - -
9. 5 M 1 Plano nasal 2 Citopatologia - Criocirurgia(2x)
Palpebra 0,7x0,7 -
10. 17, M 3 Témpora 2x2 Histopatologia - -
Fronte 2x25 -
11. 9 F 1 Plano nasal ND Histopatologia - -
12. 8, M 1 Plano nasal 2,4 Citopatologia T2NoMo -
13. 8, M 1 Plano nasal 2,3 Histopatologia - -
14. 11, M 1 Plano nasal 1,2 Citopatologia - TFD
15. 15, M 1 Maxila 1,2 Histopatologia - -

Nota. F, fémea; M, macho; ND, ndo disponivel.
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Tabela 8 - Esquematizacéo do tratamento dos animais incluidos no estudo, com especificacdes do agente e dos parametros fisicos da EQT.

Localizag&o ) ] N.° séries ) ) N.° séries ) ) N.° séries
- 12 Sesséo Farmaco de pulsos 22 Sesséao Farmaco de pulsos 32 Sesséao Farmaco de pulsos
anatomica elétricos? elétricos? elétrico?
Bleomicina 7
1. Plano nasal 08/04/2016 v - - - - - -
30 mg/m?
Bleomicina
2. Plano nasal 02/05/2016 \Y} 5 — — - - - -
30 mg/m?2
Bleomicina
3. Plano nasal ND v ND - - - - - -
30 mg/m?
Bleomicina Bleomicina
4, Plano nasal 28/04/2016 v 10 10/06/2016 v 4 - - -
30 mg/m?2 30 mg/m?
Bleomicina
5. Mandibula 10/12/2015 v ND - - - - - -
30 mg/m?
Plano nasal e Bleomicina Bleomicina
6. labio 14/04/2016 \V 6 07/06/2016 v 7 - - -
30 mg/m? 30 mg/m?
Bleomicina Bleomicina
7. Plano nasal 02/05/2016 v 8 01/11/2016 v ND - - -
30 mg/m? 30 mg/m?
Bleomicina Bleomicina
8. Palpebra 19/04/2016 IV 2 26/05/2016 v 2 - - -
30 mg/m? 30 mg/m?
Bleomicina
9. Plano nasal 20/05/2016 v 4 - - - - - -
30 mg/m?
10. Palpebra 02/02/2016 2 04/04/2016 3 - - -
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Témpora Bleomicina 4 Bleomicina 5
v v
Fronte 30 mg/m? 4 30 mg/m? 2
Bleomicina
11. Plano nasal 7/11/2016 v ND - - - - -
30 mg/m?
Bleomicina Bleomicina
12. Plano nasal 10/05/2016 v 6 22/11/2016 v 4 - -
30 mg/m?2 30 mg/m?
Bleomicina Bleomicina
13. Plano nasal 11/02/2016 v 6 12/09/2016 v ND - -
30 mg/m? 30 mg/m?
Bleomicina
14. Plano nasal 02/05/2016 v 4 - - - - -
30 mg/m?
Bleomicina Bleomicina Bleomicina
15. Maxila 03/03/2016 IL 3 01/04/2016 v 2 28/06/2016 v
3 mg/cm3 30 mg/m? 30 mg/m?

Nota. IV, via intravenosa; IL, via intralesional; ND, n&o disponivel.

aCada série de pulsos elétricos é constituida por uma sequéncia de 8 pulsos de forma de onda quadrada, 1300 V/cm.
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O tratamento dos quinze animais incluidos no estudo compreendeu um numero variavel de
sessOes de EQT. Sete animais foram tratados com apenas uma sessao, outros sete com duas
sessdes e somente um animal foi submetido a trés sessdes de EQT. O intervalo de tempo

entre as sessdes variou entre um més e sete meses (tabela 8).

No decorrer das consultas de seguimento foi observada a formacdo de crostas
superficiais (figura 14). As crostas desagregaram-se da lesdo entre a primeira e a quinta
semana apos as sessbes de EQT, de modo espontdneo ou como resultado da limpeza das
lesBes. Em alguns dos pacientes néo se verificou a formacao de crosta.

Foi também observada necrose parcial do tecido neoplasico em trés dos quinze
animais (pacientes 5, 6 e 15). Dois dos pacientes (pacientes 6 e 15) contrairam infecéo local
no tempo posterior ao tratamento.

Figura 14 - Macho de 14 anos com
formacéo de crostasobre aleséo do
plano nasal uma semana apds a
primeira sessdo de EQT (paciente
4).

A resposta ao tratamento foi avaliada na quarta semana ap0s o tratamento. Nessa
altura, os animais em RP demonstraram uma redugéo das dimens@es da neoplasia, por vezes
significativa, e os animais em RC evidenciaram erradicacdo completa. O paciente 1 morreu
antes do assentimento da classificagdo da resposta ao tratamento por causas nao
relacionadas com a doenca oncoldgica. Dos restantes catorze gatos, oito alcancaram RC,
quatro RP e dois sofreram progressdo da doenca. Na tabela 9 estdo descritas, de modo

resumido, as respostas dos gatos com CCE incluidos no estudo ao tratamento com EQT.
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Tabela 9 - Resumo das respostas ao tratamento com EQT nos quinze gatos com CCE.

Idade _ T h Resposta
. 3 amanho . R
Paciente (anos), Locallza.gao N.° de sessbes as
anatémica (cm)
sexo 4 semanas
Morte por causas
1. 13, F Plano nasal 1,8 1 . _
nao relacionadas
2. 8, F Plano nasal 1,6 1 RC
3. 8, F Plano nasal 0,6 1 RC
4, 14, M Plano nasal 3 2 DP
5. 10, M Mandibula - 1 RP
Plano nasal e
6. 5 M . 4.5 2 DP
labio
7. 10, M Plano nasal 2 2 RC
8. 4, F Pélpebra 11 2 RC
9. 5 M Plano nasal 2 1 RC
Pélpebra 0,7 x0,7
10. 17, M Témpora 2x2 2 RP
Fronte 2x25
11. 9, F Plano nasal - 1 RC
12. 8, M Plano nasal 2,4 2 RC
13. 9, M Plano nasal 2.3 2 RP
14. 11, M Plano nasal 1,2 1 RC
15. 15, M Maxila 1,2 3 RP

Nota. F, fémea; M, macho; RC, remissdo completa; RP, remissé&o parcial; DP, doenga progressiva;
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Dois dos pacientes com CCE cutaneos do plano nasal classificados com RC sofreram
recidiva as vinte semanas ap0s uma sesséo de EQT. A este ponto no tempo, os pacientes 7
e 12 apresentavam uma nova lesdo perinasal, com relevo e sem ulceracdo cutanea no
primeiro e com ulceracdo no ultimo. No paciente 7, a nova leséo encontrava-se afastada da
lesdo inicial do plano nasal, sem aparente continuidade com a area tratada anteriormente. Os
dois animais foram eficazmente tratados com uma sesséao adicional de EQT.

O paciente com CCE cutaneo na palpebra que alcancou RC mediante duas sessbes

de EQT sofreu recidiva catorze semanas apés o tratamento.

Figura 15 - Fémea de 8 anos com CCE cuténeo do plano nasal antes da

primeirae Unicasessédo de EQT (A e B) e as treze semanas apds concluséo

do tratamento (C e D) (paciente 2).

Um dos pacientes com CCE cutaneo do plano nasal alcangcou RP de 80-90% no
momento de avaliacdo apds a primeira sessdo de EQT. A segunda sessdo de EQT foi
realizada vinte e seis semanas depois da primeira, quando o animal se apresentou a consulta
com o aumento das dimensbes da neoplasia. A resposta ao tratamento no momento
subsequente foi classificada de RP.

O paciente com CCE oral da mandibula obteve RP de 30% ap6s uma sesséo de EQT.
O animal deixou de ser um possivel candidato para uma segunda sessdo de EQT por

evidenciar osteomielite da mandibula quatro semanas apoés a avaliacdo da resposta.
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Figura 16 - Macho de 10 anos com CCE cutaneo do plano nasal antes da
primeira sessao de EQT (A e B), as treze semanas depois da primeira sessao

(C e D) e antes da segunda e Ultima sesséo (E) (paciente 7).

Figura 17 - Fémea de 4 anos com CCE cutaneo da palpebra antes da
segunda e Ultima sessdo de EQT (A) e uma semana ap6s conclusédo do
tratamento (B) (paciente 8).
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Figura 18 - Macho de oito anos com CCE cutaneo do plano nasal antes da

primeira sessédo de EQT (A) e as duas (B), quatro (C) e doze semanas (D)

posteriores (paciente 12).

O paciente com CCE oral da maxila alcancou RP de 50% ap0s duas sessfes de EQT
realizadas com quatro semanas de intervalo. O animal sofreu recidiva na regido do molar
superior direito dez semanas depois da segunda sessao e foi tratado num momento posterior
com uma terceira sessdo de EQT. A avaliagio apds a Ultima sess&o, o animal encontrava-se
em RP de aparentemente 90%. Seis semanas depois da terceira sessdo foi detetada
metastizacdo em linfonodo e o paciente foi submetido & excisédo dos linfonodos submaxilares.

O animal sofreu progresséo da doenca as quinze semanas apoés o ultimo tratamento.

Os dois animais que sofreram progressao da doenca apresentavam CCE cutaneos do
plano nasal. Estes foram tratados com duas sessdes de EQT separadas por um intervalo de
seis e sete semanas. No momento de avaliagdo subsequente, ambos 0s pacientes
evidenciaram expanséao dorsal das lesGes nasais — DP. O paciente 4 chegou a alcancar RP
apos a primeira sessao, no entanto, este sofreu trauma diretamente sobre o plano nasal e
saiu de remissdo entre as sessdes. No paciente 6, a EQT foi eleita com a finalidade de
tratamento paliativo. Neste, a lesdo evidenciou progressdo na face esquerda as cinco
semanas apos a finalizacao do tratamento, com ligeira exposicao do 0sso nasal e destruicdo
do labio superior e tecidos adjacentes. Nove semanas depois foi visivel uma leséo intranasal
pedunculada no lado esquerdo (1,8 cm de comprimento e base de 0,5 cm de didmetro), sem

ulceracao e com ligeira necrose na extremidade.
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Figura 19 - Macho de 15 anos com CCE oral da maxila & apresentacéo (A),
recidiva dez semanas ap6s a segunda sessao de EQT (B), presenca de
tecido necrdtico uma semana ap6s a terceira e Ultima sesséo (C) e quatro

semanas apo6s a concluséo do tratamento (D) (paciente 15).

L

Figura 20 - Macho de 5 anos com CCE cutaneo do plano nasal antes da
primeira (A) e segunda sessao de EQT (B) e duas semanas ap6s conclusdo
do tratamento (C) (paciente 6).
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A eutanasia foi contemplada em dois dos animais, pacientes 5 e 6, aquando do
diagndstico da osteomielite e as dezassete semanas ap0s o tratamento devido a progressao
da doenca oncoldgica, respetivamente.

No decorrer do periodo de acompanhamento varios animais experienciaram uma
distinta melhoria do estado geral. Em alguns dos pacientes foi observada a melhoria da
respiragdo, a recuperagdo do olfato, a diminuicdo dos espirros e a restabelecimento do

apetite, este Ultimo especialmente a partir da segunda semana apos o tratamento.

Figura 21 - Macho de 14 anos com CCE cuténeo do plano nasal antes da

primeira (A e B) e segunda sessédo de EQT (C e D) e as quatro semanas

ap6s conclusao do tratamento (E e F) (paciente 4).
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4. Discussao

No presente estudo, a EQT associada a bleomicina para o tratamento de CCE em
gatos permitiu alcancar uma taxa de resposta objetiva global de 86% (12/14). Dos catorze
gatos, oito obtiveram RC (57%) e quatro RP (29%), ao passo que dois apresentaram
progressao da doenca (14%). A taxa de resposta objetiva € comparavel as descritas
previamente na literatura veterinaria, cujos estudos de EQT com bleomicina em gatos com
CCE apresentaram taxas de resposta objetiva entre 72% e 100%. Contudo, a taxa de RC
obtida de 57% foi menor que as anteriormente relatadas, que se encontram entre 0s 65,6% e
0s 81,8% (Spugnini and Porrello 2003; Spugnini et al. 2009; Tozon et al. 2014; Spugnini et al.
2015; Dos Anjos et al. 2020; Simcic¢ et al. 2021). No entanto, é de salientar que num estudo
de EQT com duas diferentes doses de bleomicina em gatos com CCE cutaneos, apesar de
ter sido registado no final do periodo de observagédo uma taxa de resposta completa de 72%,
as quatro semanas apos o tratamento foi observada uma taxa de resposta completa de 39,4%

e uma taxa de resposta parcial de 56% (Dos Anjos et al. 2020).

A disparidade entre resultados deve-se sobretudo a diferenca entre os grupos de
estudo e os intervalos de tempo praticados entre sessfes de EQT. Os cinco estudos de EQT
associada a bleomicina para o tratamento de CCE em gatos até entdo realizados
compreenderam grupos de estudo compostos somente por gatos com CCE cutaneos. Destes,
dois descrevem predominantemente o tratamento de CCE do plano nasal e superficiais.
Apenas num ensaio clinico em diferentes tipos histolégicos em caes e gatos foi relatado um
gato com CCE oral submetido a EQT. Além disso, a maioria dos estudos supracitados
descrevem intervalos entre sessbes de EQT mais curtos que os do presente estudo e,
contrariamente a este, cumpridos de modo consistente (Spugnini and Porrello 2003; Spugnini
et al. 2009; Tozon et al. 2014; Spugnini et al. 2015).

A determinacdo da duracéo da resposta foi possivel em quatro pacientes, nos quais
foram descritas duracdes de resposta de até onze semanas. Destes quatro pacientes, dois
apresentavam CCE orais. Na literatura veterinéria estao descritos longos intervalos livres de
doenca de até trés anos e meio para os CCE cutaneos em gatos tratados com EQT (Spugnini
and Porrello 2003; Spugnini et al. 2009; Tozon et al. 2014; Spugnini et al. 2015; Dos Anjos et
al. 2020; Simci¢ et al. 2021). Por seu turno, o tratamento de CCE oral com EQT foi relatado
uma Unica vez e neste foi descrita uma duracédo de resposta de dezassete semanas (Spugnini
and Porrello 2003).

Quando comparados entre si, o atual estudo difere dos anteriores em alguns
parametros do protocolo de EQT, nomeadamente na dose e via de administragdo do agente

de quimioterapia, no nimero de sessfes a que os animais foram submetidos e a sua
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periodicidade. Em dois destes a bleomicina foi administrada por via intralesional na dose de
1-1,5 mg/cm3, inclusive no primeiro ensaio clinico de EQT em animais de companhia contendo
CCE felinos. Nos quatro mais recentes, a bleomicina foi administrada por via intravenosa nas
doses de 10 mg/m?, 15 mg/m? e 30 mg/cm? de superficie corporal. O nimero de sessdes de
EQT por animal variou entre uma a oito e, quando realizada mais do que uma, o intervalo
entre sessdes foi continuamente de sete dias, & exce¢cdo de um estudo, no qual foram
praticados intervalos de 30 dias entre sessdes. Além disso, o tratamento foi realizado em
regime de ambulatério nos estudos anteriores, enquanto que neste todos 0s animais

permaneceram hospitalizados apds o tratamento entre 24 horas a duas semanas.

No presente estudo foi intencionada a repeticdo do tratamento as vezes necessarias
para a obtencdo de RC ou até ser observada progressdo da doenca. As sessdes de EQT
foram intervaladas por um periodo minimo de quatro semanas. Embora primeiramente
idealizado um intervalo de quatro semanas entre tratamentos, o intervalo entre sessfes variou
entre quatro a vinte e oito semanas. O espagamento entre sessdes foi na maioria das vezes

prolongado por determinagéo dos tutores ou em consequéncia da sua disponibilidade.

Os pacientes 4, 7, 12 e 13 receberam indicag&o para uma sesséo de EQT adicional as
guatro semanas no momento da primeira consulta de avaliacdo, visando o aumento da
resposta ao tratamento ou a consolidagdo da remissdo. Contudo, os pacientes 7 e 12
compareceram para a segunda sessao sensivelmente vinte semanas depois do assentimento
da RC e com recidiva. Além destes, o paciente 13 foi submetido a segunda sesséo vinte e
quatro semanas depois de avaliado com RP de 80% a 90%. O paciente 4, por sua vez, foi

submetido a segunda sessao de EQT seis semanas depois de observada RP.

O prolongamento do intervalo entre sessées além do periodo determinado impactou
negativamente os resultados, traduzindo-se numa menor probabilidade de sucesso do
tratamento. Todavia, intervalos tao breves como os documentados nos estudos anteriores
(uma semana) foram inexequiveis. Isso deveu-se sobretudo ao tempo de recuperacdo
requerido antes de uma nova sessao, visto que muitos dos animais incluidos no estudo
experienciaram um agravamento do estado geral posterior ao tratamento, em especial na

primeira semana.

Além do protocolo, o atual grupo de estudo difere dos anteriores. Os tré mais recentes
estudos compreenderam apenas CCE cutaneos e os estadios encontravam-se entre Tis e T4.
No primeiro, onde a taxa de RG foi de 100%, as duas Unicas respostas classificadas de RP
corresponderam as neoplasias em estadios mais avancados (T4). No estudo seguinte, as
duas Unicas DP foram observadas nos animais com neoplasias em estadios avancados T3 e
T4 (Spugnini et al. 2009; Tozon et al. 2014; Spugnini et al. 2015).
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Os CCE cutaneos da face em gatos sédo, de um modo geral, localmente invasivos. A
resposta a terapéutica € bastante mais bem-sucedida em les6es que se encontram em
estadios iniciais, como Tis e T1, do que em neoplasias com consideravel invasao (Hauck
2013). Num estudo comparativo em CCE felinos cutaneos, no grupo em que foi utilizada a
EQT com dose padréao de bleomicina foi observado um menor tempo de sobrevida global nos
gatos em estadios mais avancados (T3 e T4) que nos em estadios iniciais (T1 e T2) (Dos
Anjos et al. 2020). No presente estudo, 0s dois animais que demonstraram progressao da
doenca apds o tratamento de EQT (pacientes 4 e 6) correspondem aos gatos com as duas
lesbes invasivas de maiores dimensodes, com 3 cm e 4,5 cm de diametro.

Num ensaio clinico em cées e gatos onde a eficdcia da EQT como tratamento de
diferentes tipos histoldgicos foi estudada, a resposta a terapéutica demonstrou ndo ser
dependente do tamanho das neoplasias (Spugnini and Porrello 2003). No entanto, uma mais
recente meta-analise em Medicina Humana investigando a relacdo entre o tamanho da
neoplasia e a eficacia de uma Unica sesséo de EQT (9 estudos, 1466 neoplasias de qualquer
tipo histol6gico) demonstrou um significativo decréscimo estatistico na eficacia do tratamento
com o0 aumento progressivo do didmetro da neoplasia. Os resultados desta indicaram que a
EQT aplicada a neoplasias menores que 3 cm aumenta a probabilidade de CR em 31% e de
RO em 24,9 %, em média, quando em comparacao com neoplasias de maiores dimensdes
(Mali, Miklav¢ic, et al. 2013). Os dois mais recentes estudos de EQT associada a bleomicina
como tratamento de gatos com CCE cutdneos vdo ao encontro desta constatacdo. No
primeiro, os gatos com neoplasias de menores dimensdes, com menos de 0,33 cm3,
experienciaram ILD maiores que os com neoplasias maiores (Dos Anjos et al. 2020). No
ultimo, a analise estatistica identificou o tamanho da neoplasia como uma das variaveis que
mais influenciaram o tempo de sobrevivéncia e a recidiva/progressao do tumor. Neste, as
neoplasias menores que 1,7 cm apresentaram maior probabilidade de alcancar remisséo

completa (Simcic et al. 2021).

Para além disso, o paciente 6 foi diagnosticado por exame histopatolégico com CCE
basal6ide, subtipo histolégico distinto de CCE, pouco comum e caraterizado por um
comportamento clinico agressivo. Os relatos de CCE da cabeca e pesco¢co em humanos
associam o subtipo basal6ide a um elevado potencial metastatico e prognéstico reservado.
Nestes, o CCE basal6ide foi descrito nos tratos respiratério e digestivo mas ndo como
neoplasia primaria cutanea (Paulino et al. 2000; Boyd et al. 2010). Neste animal a EQT foi
aplicada como modalidade paliativa. Apesar da extensdo da neoplasia, a aparéncia clinica da
lesdo melhorou notavelmente apos a primeira sessao de EQT e o animal manteve-se estavel

durante quatro meses apoés a concluséo do tratamento.
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O Unico relato de EQT como tratamento de CCE oral, incluido num estudo de varios
animais de companhia e neoplasias de diferentes tipos histologicos, resultou numa RP com
duragédo de 120 dias (Spugnini and Porrello 2003).

O CCE oral em gatos esta associado a um prognadstico reservado e o controlo local
constitui 0 maior desafio (Liptak and Withrow 2013). Dois dos quatro animais que alcancaram
RP apresentavam CCE orais (pacientes 5 e 15). O paciente com CCE oral da mandibula
obteve RP de 30% com apenas uma sessado de EQT e, apesar da impossibilidade de continuar
o tratamento, 0 animal experienciou um consideravel aumento da qualidade de vida no
decorrer dos dois meses posteriores a este. Por sua vez, o paciente com CCE oral da maxila
chegou a evidenciar RP de 90% depois de finalizada a terceira e ultima sessao de EQT,
resposta que teve a duragdo de onze semanas. Nao € conhecido tratamento de CCE oral que
consistentemente resulte num controlo ou sobrevivéncia de longa duragédo (Liptak and
Withrow 2013). Os gatos com CCE oral submetidos a cirurgia descreveram elevadas taxas de
recidiva e a quimioterapia aparenta ser ineficaz (Liptak and Withrow 2013; Bilgic et al. 2015).
A maioria dos protocolos de radioterapia de CCE orais em gatos relata uma taxa de resposta
global de aproximadamente 50% e uma mediana do tempo de sobrevivéncia entre 2 a 4
meses (Evans et al. 1991; Bregazzi et al. 2001; Fidel et al. 2007; Fidel et al. 2011; McDonald
et al. 2011; Sabhlok and Ayl 2014).

A EQT pode empregar diferentes tipos de elétrodos. Os POP da EQT para o
tratamento de neoplasias cutdneas e subcutaneas indicam a utilizagédo de elétrodos em placa
e elétrodos em agulha (Tozon, Tratar, et al. 2016; Gehl et al. 2018). De um modo geral, o0s
elétrodos em placa e os elétrodos em agulha de linhas paralelas destinam-se ao tratamento
de neoplasias superficiais e de pequenas dimensdes, enquanto que os elétrodos em agulha
de configuracdo hexagonal sdo mais adequados para o0 tratamento de neoplasias mais
profundas e de maiores dimensdes (Mir et al. 2006; Tozon, Tratar, et al. 2016).

Quando em comparacdo com 0s protocolos anteriormente adotados, € também
aparente uma falta de homogeneidade no que respeita aos elétrodos utilizados. Todos os
estudos de EQT em gatos com CCE até entdo realizados empregaram elétrodos em placa
adaptaveis, a excecdo de um, no qual foi também utilizado, para além destes e de modo
revezado, um elétrodo em agulhas. Por seu turno, no presente estudo foi utilizado um elétrodo
de contacto, fixo e com hastes de configuragdo em "L".

O sucesso da EQT depende da distribuicdo do campo elétrico e, por conseguinte, da
configuracdo do elétrodo (Eisa et al. 2013). As diferencas nas taxas de resposta relatadas
podem dever-se as diferentes configuracdes de elétrodo utilizadas e a respetiva capacidade
de tratar as areas mais profundas da neoplasia (Gothelf et al. 2003).

Relativamente aos elétrodos em placa, embora estes tenham proporcionado muito

boas taxas de resposta em humanos e animais, ndo é ainda claro se os mesmos séo eficazes
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no tratamento das areas mais profundas de neoplasias cutaneas e subcutaneas (Gilbert et al.
1997; Spugnini et al. 2016).

Por sua vez, a distribuicdo do campo elétrico associada aos elétrodos de contacto é
limitada em profundidade. Os elétrodos de contacto proporcionam uma distribuicdo de campo
elétrico muito localizada, sendo este particularmente intenso ao longo da superficie do tecido.
Deste modo, este tipo de elétrodo é o mais indicado para o tratamento de amplas neoplasias
cutaneas superficiais (Mazeres et al. 2009). A EQT com elétrodos de contacto foi descrita
apenas no tratamento de sarcoides equino na Medicina Veterinaria (Rols et al. 2002; Tamzali
et al. 2012).

A adocao de um diferente tipo de elétrodo, nomeadamente um que proporcione uma
mais profunda distribuicdo do campo elétrico, pode representar uma solugdo para uma maior
eficacia da EQT, em especial no tratamento de neoplasias em estadios mais avangados.

Ambos os elétrodos em placa e de contacto sao elétrodos nao invasivos. Os elétrodos
em agulhas, por seu turno, sdo invasivos e sdo 0s mais adequados para o tratamento de
neoplasias sediadas mais profundamente na pele — até 3 cm de profundidade (Miklavcic et al.
2006; Mir et al. 2006; Cadossi et al. 2014).

Gilbert et al. (1997) compararam a eficacia de cinco modelos de elétrodos em agulha
com a do elétrodo em placa no tratamento com EQT de melanomas em murganhos. Neste
estudo, trés dos elétrodos em agulha apresentaram resultados superiores aos do elétrodo em
placa. Destes, o elétrodo com arranjo de duas por duas agulhas proporcionou os melhores
resultados, com um aumento de 50% no tempo de duplicacdo tumoral e nas taxas de resposta
completa (Gilbert et al. 1997).

Em alguns casos, a utilizacdo de mais de um tipo de elétrodo pode constituir uma boa
solugcdo para cobrir devidamente a neoplasia (Gehl et al. 2018). De forma a alcancar a
configuracdo de elétrodo ideal para técnicas de tratamento oncoldgico, um estudo comparou
a distribuicdo do campo elétrico incitada por elétrodos em placa utilizados de modo isolado
com a resultante da combinacdo destes com elétrodos em agulha. Neste estudo, os
resultados indicaram que tanto a intensidade como a homogeneidade do campo elétrico na
area-alvo sao melhores quando combinados os elétrodos em placa e os elétrodos em agulha.
Assim, a combinacdo destes elétrodos pode constituir uma solucdo para alguns dos
problemas na EQT dependentes da distribuicdo do campo elétrico (Eisa et al. 2013).

O aumento da citoxicidade seletivamente direcionado para as células neoplasicas
permite a utilizacdo de doses baixas do agente antineoplasico na EQT e, deste modo, esta
modalidade de tratamento esta associada a uma baixa toxicidade.

O tratamento de EQT no presente estudo foi, de um modo geral, bem tolerado. Os
efeitos adversos locais observados no grupo incluem inflamacéo, contracbes musculares e

dor; na sua maioria ligeiros. Estes foram em parte acompanhados por prostracdo e anorexia.
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Na literatura, os efeitos colaterais locais e sistémicos da EQT até entdo relatados foram
minimos e transeuntes. Destes, os efeitos adversos locais foram os mais comumente
descritos, sobretudo inflamacéo, eritema ligeiro, edema, contragdes musculares durante a EP
e dor (Marty et al. 2006; SerSa, Miklav€ic, et al. 2008; Spugnini et al. 2012; Cadossi et al.
2014).

Ainda que os efeitos adversos vivenciados no presente estudo em consequéncia da
EQT tenham sido maioritariamente ligeiros, alguns destes foram, por vezes, de maior
intensidade que os relatados previamente, nomeadamente a anorexia de grau 3, de acordo
com o VCOG-CTCAE (Spugnini, Renaud, et al. 2011). Dos quinze animais, quatro foram
medicados com estimulantes do apetite e quatro requereram a colocacdo de um tubo de
alimentacéo enteral. No entanto, todos os animais alimentados por tubo possuiam uma muito

extensa ulceracdo do plano nasal e correspondiam aos CCE de maiores dimensdes do grupo.

A necrose do tecido neoplasico verificada em trés dos quinze animais foi, na realidade,
uma consequéncia do tratamento bem-sucedido (Tozon et al. 2005; Spugnini, Baldi, Mellone,
et al. 2007).

Para além da adocéao de diferentes tipos de elétrodos, podem ser considerados outros
ajustes de protocolos de EQT, designadamente ao nivel das doses de agente antineoplasico
administradas. No ambito da Medicina Humana, um estudo de EQT como tratamento de
cancro de pele ndo melanoma na cabeca e pescoc¢o (carcinomas basocelulares e CCE)
comparou a eficacia do tratamento quando aplicadas diferentes doses de bleomicina. Num
grupo foi utilizada a dose padrédo de bleomicina, de 15 mg/m?, e noutro uma dose reduzida,
de 10 mg/m?. Ambos os grupos obtiveram resultados comparaveis, com taxas de remissao
completa de 96% e 100% respetivamente, e 0 grupo sujeito a dose reduzida de bleomicina
demonstrou uma menor frequéncia de efeitos colaterais e uma mais rapida recuperacéo
(Groselj et al. 2018). Mais tarde, Dos Anjos et al. (2020) compararam dois protocolos de EQT
em gatos com CCE cutaneos. Dos 56 gatos incluidos no estudo, 22 foram tratados com a
dose padrdo de bleomicina e 34 com uma dose reduzida, de 10 mg/m?. A eficacia da EQT foi
semelhante nos dois grupos, e ambas as doses de bleomicina associadas a EQT resultaram
em semelhantes taxas de resposta global, de sobrevivéncia e ILD. Com base nestas
publicagBes, no mais recente estudo multicéntrico de EQT como tratamento de CCE felinos
do plano nasal um investigador praticou o protocolo com a dose reduzida de 10 mg/m? em um
dos seis centros veterinarios incluidos no estudo (Simci¢€ et al. 2021).

Além da eficacia no controlo local e a baixa toxicidade, a EQT apresenta outras
vantagens como a possibilidade de repeticdo, a preservacdo da eficacia em neoplasias
emergentes em areas pré-tratadas, a simplicidade de execucado e um baixo custo (Sersa 2006;

Spugnini et al. 2016). Tem sido relatada uma melhor relacdo custo/eficacia da EQT no
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tratamento de neoplasias cutineas e subcutdaneas quando comparada com outras
abordagens terapéuticas (radioterapia, quimioterapia, hipertermia associada a radioterapia,
entre outros) (Miklav¢ic et al. 2014; Esmaeili and Friebe 2019).

Os pacientes podem ser repetidamente tratados com EQT em caso de insucesso,
resposta parcial ou recidiva; sem que sejam instigados efeitos colaterais nos tecidos
irradiados ou que se desenvolva resisténcia aos farmacos quimioterapicos (Mir et al. 2006;
Tozon, Tratar, et al. 2016; Gehl et al. 2018; Spugnini and Baldi 2019). Além disso, a maioria
dos nddulos recidivantes em &reas previamente submetidas a radioterapia ou resseccao
foram eficazmente tratados com EQT (Mir et al. 1998; Sersa 2006).

Outro ponto a considerar € o custo biolégico. A cirurgia é muitas vezes limitada por
consideragdes anatémicas e funcionais, e 0s pacientes sujeitos a cirurgia ou radioterapia
podem sofrer sequelas que variam desde dor e infe¢do a desfiguramento e perda transitoria
de fung&o estomatognatica (Spugnini et al. 2009; Spugnini et al. 2016). O resultado cosmético
decorrente do tratamento cirlrgico de CCE cutaneos é normalmente aceitavel (Ayres and
Liptak 2012), todavia, a ampla excisao cirirgica de CCE cutaneos maiores e mais invasivos
€ por vezes limitada em consequéncia do desfiguramento estético resultante (Thomson 2007;
Murphy 2013). A excisdo completa dos CCE das pélpebras muitas vezes representa a
palpebra na integra e constitui um problema para a preservacdo da sua funcionalidade
(Murphy 2013). Nos CCE orais, por sua vez, para além dos varios outros desafios que o
tratamento cirdrgico encara, as pequenas dimensdes craniofaciais dos gatos geralmente
dificultam a consecucao de margens adequadas. Os gatos ndo tendem a tolerar cirurgias orais

agressivas sem morbilidade significativa (Turek and Pellin 2016).

Até a data, os resultados clinicos de EQT evidenciam bons resultados cosméticos,
com preservacao da arquitetura facial dentro dos padrées individuais de normalidade (Marty
et al. 2006; Spugnini et al. 2009; Escoffre and Rols 2012; SerSa and Cemazar 2016).
Inclusivamente os gatos do presente estudo evidenciaram resultados cosméticos muito bons.

A EQT é um procedimento breve e de simples execucdo. Segundo os POP de EQT,
um dia de formagao num centro experiente é suficiente para o Médico Veterinario estabelecer
confianca para a sua pratica (Marty et al. 2006).

A EQT pode ser utilizada alternativamente aos outros tratamentos oncolégicos
convencionais correntemente adotados. Pode ser uma modalidade de tratamento alternativa
a cirurgia, quando inexequivel, e pode ser adotada para o tratamento de lesdes resistentes a
radioterapia ou quimioterapia (Esmaeili and Friebe 2019; Spugnini and Baldi 2019).

Apesar de ser um tratamento bem tolerado e com efeitos colaterais limitados, numa
investigacao clinica de EQT com bleomicina em animais de companhia foram constatadas
duas toxicidades nunca antes relatadas: tromboembolismo pulmonar e vasculite secundaria a

farmacos (Spugnini and Porrello 2003).
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Ademais, a aplicacdo da EQT em pacientes com anterior radioterapia malsucedida
pode estar associada a consistentes efeitos colaterais. O Unico caso relatado na literatura
descreve uma radiation recall — reagdo dérmica a radiagcao — acentuada num gato tratado com
cisplatina (Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, Citro, et al. 2008; Spugnini et al. 2012). Entretanto,
os POP da EQT para o tratamento de neoplasias em cées e gatos apenas indicam o uso de
bleomicina para a aplicacdo de EQT em gatos e a cisplatina € contraindicada nesta espécie
(Tozon, Tratar, et al. 2016).

A fim de evitar complicacoes indesejaveis, deverd ser feita uma selec¢ao cuidadosa dos
pacientes adequados ao tratamento. Os pacientes com neoplasias volumosas podem estar
sujeitos a intoxicagdo secundaria a uma grande destruicdo de tecido neoplasico (e. g.
tromboembolismo, sindrome de lise tumoral, coagulagdo intravascular disseminada) ou a
cicatrizacao tardia de feridas, queloides e necrose local (Spugnini and Baldi 2019).

Um fator limitativo da EQT em pacientes humanos € a dor durante a aplicacdo dos
impulsos elétricos, porém, em animais esta pode ser evitada com sedacdo e com a elevacao
do nddulo a ser tratado durante a aplicagdo dos pulsos elétricos (SerSa et al. 2003; Tozon et
al. 2014).

Campana et al. (2016) realizaram uma analise qualitativa de 33 estudos de EQT levada
a efeito em humanos, com um total de 1215 pacientes, no periodo de 2006 a 2015. Embora
tenham sido publicados até entdo uma grande quantidade de estudos deste tratamento
oncoldgico em ascensdo, muitas vezes estes estdo desprovidos de relatos precisos e
detalhados. Com base nas questdes criticas emergentes desta analise, os autores elaboraram
recomendacdes para o relato de dados de ensaios clinicos de EQT que abrangem as areas
do delineamento experimental, caraterizacdo da populacdo em estudo, descricdo do
tratamento e dos resultados, de modo a melhorar a qualidade da prética clinica e futura
investigacdo. Ressalta-se a importancia da utilizagédo consistente dos POP, tendo em vista a
padronizagdo do agente antineoplasico, parametros elétricos, elétrodos, classificagdo dos
efeitos adversos e da resposta (Campana et al. 2016).

Neste estudo unicéntrico sdo observadas algumas limitagdes como a sua nhatureza
retrospetiva, a amostra ndo randomizada e a inexisténcia de comparagdo com um grupo
sujeito a diferentes tratamentos padrdo de CCE. Também a impossibilidade de rastrear os
pacientes a longo prazo constituiu uma importante limitagdo do presente estudo. Com a perda
de seguimento dos animais, o estudo enfocou-se nos resultados e respostas iniciais. Além
disso, e na sequéncia das recomendacfes para melhorar a qualidade dos ensaios clinicos de
EQT, o estudo beneficiaria de uma observacéo e registro mais detalhados de todos os tipos
e graus de toxicidades.

A EQT esta a tornar-se num tratamento de primeira linha para varias neoplasias de

diferentes tipos histolégicos nos animais de companhia. Até a data, as neoplasias
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predominantemente tratadas em Medicina Veterindria incluem: mastocitoma e tumores
perianais caninos, CCE felino e sarcoides equino (Tozon, Tamzali, et al. 2016; Spugnini and
Baldi 2019). Atualmente, a EQT tem vindo a ampliar o seu campo de aplicacdo com o
tratamento de neoplasias viscerais e intracavitarias, assistidas por ultrassonografia (Spugnini
and Baldi 2019).

5. Conclusao

A EQT, atualmente utilizada em Medicina Humana para o tratamento de
neoplasias cutaneas primarias e, principalmente, de metastases cutaneas e subcutaneas de
varios tipos histolégicos, demonstrou ser um tratamento promissor de CCE em gatos. Os
resultados do presente estudo sugerem que a EQT com bleomicina é um tratamento eficaz e
seguro de CCE felinos, especialmente de CCE cutaneos e em estadios iniciais. Na populagéo
em estudo, as lesbes de menores dimensdes obtiveram melhor resposta ao tratamento,
nomeadamente as de didmetro inferior a 3 cm.

Os POP da EQT podem ser ajustados de modo a combater as respostas menos
favoraveis relatadas nas lesbes de maiores dimensdes. O ajuste para esse efeito passa
idealmente pela selecdo do tipo e conformacdo de elétrodo, e pela acomodacdo dos
parametros fisicos da EQT de acordo com as necessidades individuais.

De um modo geral, a EQT foi associada a um bom controlo local, baixa toxicidade e
bons resultados cosméticos. A EQT com bleomicina pode ser considerada um tratamento
alternativo de CCE felinos, levada a efeito quando outras abordagens terapéuticas ndo séo
exequiveis, aquando inacessibilidade, falta de consentimento ou restricdes financeiras por
parte dos tutores.

E, no entanto, necesséaria pesquisa clinica adicional para melhor compreender e
confirmar o potencial da combinacdo de pulsos elétricos permeabilizadores com agentes de

quimioterapia, preferencialmente ensaios clinicos prospetivos, comparativos e multicéntricos.
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ANEXOS

Anexo 1 - Poster cientifico apresentado no XlII CONGRESSO HOSPITAL VETERINARIO
MONTENEGRO - PATOLOGIAS CARDIO-RESPIRATORIAS SEM SEGREDOS (2017) (18 a 19 de
fevereiro de 2017)

ELETROQUIMIOTERAPIA: ESTUDO RETROSPETIVO DE 15 GATOS Cgi,mmvet

COM CARCINOMA DAS CELULAS ESCAMOSAS VAR

A Z Hospital Veterinario
Sousa, L.}; Felisberto, R.%; Henriques, J.2. i)

1 - Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de Lisboa, Portugal; 2 - Hospital Veterinario Berna, Lisboa, Portugal

Introducao

O carcinoma das células escamosas (CCE) é um dos tumores malignos mais

frequentes nos gatos, representando aproximadamente 15% dos seus tumores
cutaneos e 60-75% dos seus tumores orais. Existem varias opgdes terapéuticas,

Figura 3. Modelo de gerador de pulsos utilizado, Figura 4, fizado, pega de Figuras.

o
destacando-se a excisdo cirirgica e crioterapia'. No entanto, devido ao seu ELECTROVet $13%. Otica 2 20 de Dezembro, 2016, elétrodos paralelos, em forma de *L". elétricos na drea tumoral.
partic du: bitp://vetiss.pl/ureadzenie/eLECTROvet-S13
caracter insidioso, muitas vezes os animais apresentam-se a consulta em estadios Roniiadas
muito avancados da doenga.
Este estudo visa avaliar a resposta a uma modalidade terapéutica relativamente Idade (anos), Sexo _Localizagh Tamanho (cm) N sessBes EQT Mo::i::s::um
recente, direcionada a neoplasias cutdneas e subcutdneas, que tem vindo a B8R Nasel 18 4 nio relacionadas
: o b 5 8 " 8,F Nasal 16 1 RC
r I | i i i 3 : 4
ganhar popularidade pela sua elevada eficacia associada a baixa toxicidade. oE R 06 5 5
A eletroquimioterapia (EQT) combina a quimioterapia com a aplicagdo de 14, M Nasal 3 2 DP
pulsos elétricos. Sdo utilizados curtos pulsos elétricos de alta voltagem que o.M Mandibula 1 RP
: PRy e . 5M Nasal e Labial 4,5 2 bP
resultam num aumento substancial e transitorio da permeabilidade das células, e 5 IE 5 7 s
. asal
fenémeno designado de eletroporagdo (EP). Deste modo é possivel a utilizagdo 4F Palpebral 11 2 RC
de agentes antineoplasicos pouco permedveis, maximizando a sua concentracdo 5M Nasal 2,8 1 RC
intracelular. 17,M Fronte | Palpebra | Témpora 17116117 2 RP
% 9, F Nasal - 1 RC
8 M Nasal 24 2 RC
9M Nasal 23 1 RP
e 1,M Nasal 1,2 1 RC
15, M Oral 3 RP
F: fémea; M: macho; N: ndmero; EQT: RC: ), RP: I; DP:
L Tabela 1. Dados individuais e resposta & eletroquimioterapia dos quinze gatos com carcinoma de células escamosas
L L4 incluidos no estudo.
) ) ) Um dos animais faleceu por causas ndo relacionadas. No total, a taxa de resposta
r t R R " . @ s
. . foi de 86%. Dos quatorze gatos, oito alcangaram remissdo completa (57%), quatro
teror b clnd membrane eblarongented | agertersidamolntair
/ Itemalizado remissdo parcial (29%) e dois sofreram progressao da doencga (14%).

Figura 1. Potenciagio do agente citotdxico através do mecanismo de eletroporagio.

Outro fenémeno importante resultante dos pulsos elétricos é o vascular lock®.
Este consiste na diminuicdo do fluxo sanguineo local e no consequente ;
aprisionamento dos agentes antineopldsicos no tecido tumoral por maiores
periodos de tempo. A \‘ a

Figura 6. Gato fémea de 8 anos com CCE no plano nasal Figura 7. Gato macho de 10 anos com CCE 0o pIanG nasal
4 apresentag3o (A) e apds uma sessio de EQT (B).

& apresentagdo (A) e apés uma sessio de EQT ()

i~
o I s
.

Figura 2. Efeitos vasculares resultantes da aplicagio do campo elétrico, isoladamente e
A of

associado a d h
87), Sersa, ., 2011, New York: Springer.

Figura 8. Gato macho de 8 anos com CCE no plane nasal Figura 9. Gato macho de 15 anos com CCE na cavidade

4 apresentagdo (A} e apés uma sessio de EQT (B). oral & apresentacdo (A) e apos trés sessGes de EQT (B).

Assim, a eficacia dos agentes citotéxicos é potenciada e a sua agdo é mais Posteriormente ao procedimento os animais apresentaram inflamagdo local, por
localizada, resultando numa minima toxicidade sistémica. vezes intensa, com edema e prurido. Alguns com marcada prostracdo durante a

No caso particular dos CCE em gatos, foi demonstrada altas taxas de resposta recuperagdo, desconforto e dor. Foi necessério a colocagdo de tubo esofagico em
na EQT com bleomicina, com taxas de remissdo completa que variam, na quatro gatos e, em alguns casos, a analgesia teve de ser ajustada com metadona ou
literatura, entre 77% e 87,5%. buprenorfina.

Metodologia Discussdo e Conclusdo

Entre dezembro de 2015 e novembro de 2016, foi realizada EQT em quinze As taxas de remissdo completa obtidas foram inferiores as reportadas. No entanto,
gatos com CCE. os dois animais com progressdo da doenga correspondem as duas lesdes de maiores

O agente utilizado foi a bleomicina, administrada por via intravenosa na dose dimensdes. Esta situagdo podera estar relacionada com a correlagdo entre o
de 30 mg/m?2. Aproximadamente 10 minutos apés a administracdo, foi induzida a tamanho das lesoes e a resposta a EQT, em que a EQT demonstrou ter uma eficacia
eletropermeabilizagdo da drea tumoral com o gerador de pulsos e o seu respetivo significativamente mais baixa em tumores com didmetro maximo igual ou superior a
elétrodo (ELECTROvet $13°®). 3cm4.

O contacto do elétrodo com a area a tratar foi otimizado com a prévia aplicagdo Os efeitos secunddrios observados foram mais intensos que os descritos e o
de um gel condutor e os pulsos elétricos foram empregues em toda a sua intervalo de tempo entre sessdes relatado de uma semana nao foi praticavel devido
extensdo. Cada carga aplicada foi composta por uma sequéncia de 8 pulsos a morosa recuperagao, optando-se por intervalos de um més.
elétricos de onda quadrada com 1300 V/cm de amplitude, 100 ps de duragdo e 1 A EQT demonstra ser uma abordagem terapéutica eficaz em gatos com CCE, cujos
Hz de frequéncia. tumores sdo inferiores a 3 cm.
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