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Resumo

As doencas oncoldgicas representam uma das principais preocupac¢des tanto para os médicos
veterindrios especializados nesta area como para os tutores dos animais afetados. Ao longo dos anos,
tem-se verificado que terapias tradicionalmente utilizadas no tratamento destas patologias, como a
excisdo cirurgica total, a radioterapia ou a quimioterapia sistémica isoladas, estdo atualmente a ser
combinadas com novas abordagens ou mesmo substituidas em certos casos, permitindo alcancar
resultados clinicos bastante promissores. O melanoma é o tumor maligno oral mais comum em caes,
caracterizando-se por um comportamento agressivo e um prognostico reservado. O seu diagndstico
baseia-se em citologia, bidpsia e imunohistoquimica (IHQ), sendo o estadiamento tumoral essencial
para a definicdo do seu tratamento.

A eletroquimioterapia (EQT) é uma modalidade terapéutica emergente, localmente ablativa,
constituindo uma das novas opg¢des no tratamento de varios processos neopldsicos superficiais,
nomeadamente no melanoma oral maligno canino. Esta combina a administracdao de baixas doses de
agentes quimioterapicos, como a bleomicina e a cisplatina, com a administracdo de pulsos elétricos
(PE). Estes PE promovem o fendmeno designado de eletroporacdo, de forma a aumentar a
permeabilidade das células tumorais de modo que estas entrem em apoptose, preservando, em
simultaneo, os tecidos adjacentes com minimizacdo dos efeitos secundarios.

Apesar das vantagens evidenciadas, a implementacdao da EQT ainda apresenta algumas limitacdes
como a necessidade de equipamentos especificos, a obrigatoriedade de anestesia e a variabilidade de
resposta, consoante o diagndstico histoldgico do tecido e a localizagdo do tumor. No entanto, novas
perspetivas ao nivel de investigacdo e da clinica de animais de companhia poderao ultrapassar estas
limitacGes e contribuir para a implementacdo da EQT como principal técnica terapéutica para o

melanoma oral maligno canino.

Palavras-chave: Bleomicina; Canino; Eletroquimioterapia; Eletroporagdo; Melanoma oral; Oncologia

veterinaria.
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Abstract

Oncological diseases are among the primary concerns for both veterinary specialists in this field and
the owners of affected animals. Over the years, it has been observed that therapies traditionally used
in the treatment of these pathologies, such as complete surgical excision, radiotherapy, or systemic
chemotherapy alone, are now being combined with novel approaches or even replaced in certain
cases, leading to highly promising clinical outcomes. Melanoma is the most common malignant oral
tumour in dogs, characterised by aggressive behaviour and a poor prognosis. Its diagnosis is based on
cytology, biopsy, and immunohistochemistry (IHC), with tumour staging being essential to define the
appropriate treatment strategy.

Electrochemotherapy (ECT) is an emerging, locally ablative therapeutic modality, representing one of
the new treatment approaches for various superficial neoplasm, including canine malignant oral
melanoma. This technique combines the administration of low doses of chemotherapeutic agents,
such as bleomycin and cisplatin, with the application of electric pulses (EPs). These EPs induce a
phenomenon known as electroporation, increasing the permeability of tumour cells to promote
apoptosis while simultaneously preserving adjacent tissues and minimising side effects.

Despite its evident advantages, the implementation of ECT still presents some limitations, including
the need for specific equipment, the requirement for anesthesia, and variability in response depending
on the histological diagnosis of tissue and tumor location. However, new advances in research and
companion animal clinical practice may overcome these limitations and support the adoption of ECT

as a primary therapeutic approach for canine oral malignant melanoma.

Key words: Bleomycin; Canine; Electrochemotherapy; Electroporation; Oral melanoma; Veterinary

oncology.
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1. INTRODUCAO

A Medicina Veterinaria constitui-se como uma 4rea profissional de elevada complexidade, que
combina desafios técnico-cientificos com significativa demanda emocional. O crescente vinculo
humano-animal e a maior conscientizacdo sobre o bem-estar dos animais de estimacgdo tém levado os
tutores a investirem em cuidados veterinarios mais avancados, incluindo na prevencdo, diagndstico
precoce e terapias oncoldgicas especializadas. Esse fendmeno, aliado aos avancos na medicina
veterindria, tem contribuido para o aumento da esperanca média de vida dos cdes de companhia, o
gue, paradoxalmente, aumenta a incidéncia de doencas cronicas e neopldsicas nesta populacdo. As
neoplasias destacam-se pela intricada abordagem diagndstica e terapéutica, frequentemente
associada a incertezas progndsticas. Consequentemente, a oncologia veterinaria ndo apenas impde
desafios médicos, mas também gera um consideravel impacto psicossocial nos tutores, manifestando-
se em ansiedade e apreensdo durante o processo de tratamento. Relativamente as neoplasias que
afetam os cdes, as neoplasias orais sdo particularmente relevantes na medicina veterinaria, ndo sé
pela sua frequéncia, mas também pela sua localizagdo anatémica, que frequentemente compromete
funcdes essenciais como a alimentacdo, vocalizagdo e respiragdo. Além disto, estas neoplasias sdo de
dificil tratamento cirdrgico uma vez que na maior parte das vezes, é muito dificil obter margens
cirdrgicas (Junqueira & Carneiro, 2017; Zachary, 2017). Entre estas, o melanoma oral maligno (MOM)
canino é considerado a neoplasia oral mais comum nos caes, representando cerca de 30 a 40% dos
tumores orais diagnosticados nesta espécie (He et al., 2024). O MOM caracteriza-se por ser uma
neoplasia altamente agressiva, com comportamento localmente invasivo e grande propensdo para
metastizagdo precoce, principalmente para ganglios linfaticos regionais e pulmdes. Do ponto de vista
clinico, a sua importancia advém ndo sé da elevada taxa de recorréncia e metastizacdo, mas também
das limitacGes de terapias convencionais na obtencdo de resultados duradouros (Vail et al., 2019;

Polton et al., 2024).

Um dos problemas da ineficacia de tratamento neste tipo de patologias é a dificuldade que
moléculas farmacoldgicas tém em atravessar as membranas celulares das células tumorais. As
membranas celulares funcionam como uma barreira que condiciona e regula, seletivamente, a troca
de moléculas entre as células e o ambiente externo (Rols, Golzio & Teissié, 2021). Moléculas que ndo
conseguem atravessar esta barreira facilmente, podem tornar o tratamento de variadas patologias
complexo, nomeadamente o MOM canino. De modo a superar esta dificuldade, ao longo dos anos,
este tema tem sido alvo de uma vasta pesquisa, com o objetivo de desenvolver e aprimorar

continuamente, métodos que permitam a insercdo de farmacos no interior das células, de forma
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segura e eficaz. Apesar de atualmente ainda ndo existir um método que possa ser considerado como
padrdo a ser utilizado nestes casos, existem, especialmente no que toca ao MOM em caes, muitos
estudos que apontam que a eletroquimioterapia (EQT) seja uma técnica inovadora, segura e eficaz,
gue permite a entrada do quimioterapico para o interior das células tumorais, de forma seletiva

(Cemazar et al., 2008; Tellado et al., 2020; Rols, Golzio & Teissié, 2021).

7

Neste seguimento, o objetivo desta revisdo bibliografica é apresentar uma visdo geral da
literatura sobre o melanoma oral canino e da técnica da EQT, como um tratamento inovador na

medicina veterinaria para esta patologia.

2. ONCOLOGIA VETERINARIA

Uma neoplasia é considerada, por Villalobos e Kaplan (2007), como sendo uma patologia

“insidiosa, nefasta, complexa, obstinada e disruptiva”.

As neoplasias sdo uma doenca de carater genético, irreversivel, onde ocorre a mutacéo de genes
especificos. Isto resulta num crescimento descontrolado e imprudente de células cancerigenas que
proliferam, exacerbando lesGes micro e macroscépicas, que dominam o corpo do paciente, a medida
gue se acumulam nele. Fatores epigenéticos, definidos como modificacdes hereditarias na expressao
génica sem alteracdo da sequéncia de acido desoxirribonucleico (ADN), estdo também eles,
intimamente correlacionados, com o aparecimento e o subsequente desenvolvimento do tumor. A
interacdo entre estes mecanismos regulatdrios e fatores ambientais pode desencadear a ativa¢do ou
silenciamento de genes-chave potenciando a carcinogénese e influenciando o comportamento
bioldgico do tumor, enquanto patologia clinica (Villalobos & Kaplan, 2007; Zachary, 2017; Withrow et
al., 2019).

Este aparecimento tumoral, de carater genético, pode originar dois tipos de tumores. Os tumores
benignos que sdo descritos como geralmente expansivos, tendo a capacidade de comprimir tecidos
adjacentes e os tumores malignos que sdao normalmente invasivos. Nos tumores malignos existe
alteracdo da adesdo celular, motilidade e a producdo de proteases, isto permite que as células
cancerigenas penetrem nos tecidos ao redor da massa, podendo gerar metastases, tornando estas

estruturas independentes no que toca ao seu crescimento local e a sua irrigagdo sanguinea (Zachary,

2017).

Nos dias de hoje, o surgimento de doencas oncoldgicas nos animais de companhia é algo bastante

comum, tendo os gatos bastante mais propensao para tumores malignos (78,7%), quando comparados
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com os caes (46.2%) (Pinello et al., 2022). Estes processos sdo, na maioria das vezes, desafiantes, visto
gue apresentam uma elevada taxa de morbilidade e mortalidade, estando os tutores, cada vez mais
informados e alertados sobre este tipo de patologias. A elevada casuistica e a falta de verdadeiras
solucBes terapéuticas para alguns tumores levam a um desenvolvimento constante de novas
terapéuticas, que visam o aperfeicoamento ou até mesmo a substituicio de terapias mais

ultrapassadas e com diversos efeitos adversos (Withrow et al., 2019).

2.1. NEOPLASIAS DA CAVIDADE ORAL

A cavidade oral pode ser dividida em duas regides: o vestibulo oral, que é delimitado lateralmente
pelas bochechas e pelos labios, e medialmente pelas gengivas e pelos dentes, e a cavidade oral
propriamente dita, que é limitada dorsalmente pelo palato duro, ventralmente pela lingua, lateral e

rostralmente pelos dentes e pela gengiva e caudalmente pelos arcos glossopalatinos (Eubanks, 2007).

A cavidade oral de um canideo é recoberta externamente pelos labios, que contribuem para a
express3o facial do animal, por intervencdo da musculatura mimica. E constituida por 42 dentes na sua
totalidade, que se apresentam fixos a maxila e a mandibula, por meio das suas raizes. A gengiva
envolve toda a por¢do da raiz do dente, deixando apenas exposta a por¢ao da coroa do mesmo,
protegendo-o assim contra a entrada de bactérias para os tecidos periodontais e, por conseguinte,
para a circulagdo sanguinea. Existe outra regido na cavidade oral, que também é predisposta ao
aparecimento tumoral, tal como a lingua, que para além da sua importante funcdo na digestao, ainda
apresenta outras fungGes como a socializagdo com outros animais e até mesmo a termorregulacdo do
proprio animal. Por fim, mas ndo menos importante, o palato reveste a regido dorsal da cavidade oral
e subdivide-se em palato duro, que esta presente na porgdo rostral desta e em palato mole, situado

mais caudalmente, promovendo a conexdo com a faringe (Eubanks, 2007; Requicha et al., 2015).
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Figura 1 Representacdo esquemadtica da anatomia da cavidade oral canina. (1) Vestibulo. (2) Dente
Canino. (2a) Sulco Nasolabial. (3) Palato Duro. (4) Palato Mole. (5) Lingua. (6) Caruncula Sublingual. (7)
Arco Glossopalatino. (8) Amigdala. (9) Freio Lingual. Adaptado de Dyce, Sack & Wensing, 2010.

7

A cavidade oral é uma regido com varias fungdes fisioldgicas, visto que é a responsavel pela
apreensao, mastigacao, insalivacdo e degluticdo do alimento ingerido e pela consequente aquisi¢cao
dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento e manuten¢do da vida saudavel do animal.
Apresenta uma mucosa, fisiologicamente, descrita como sendo lisa, fina e rosada, composta por um
epitélio pavimentoso estratificado com presenca de queratina (Junqueira & Carneiro, 2017; Zachary,

2017).

As lesOes orais que nos surgem em contexto clinico podem ter diversas origens. Despistar a
natureza de cada uma delas, apenas com observa¢do macroscopica, é muito dificil ou mesmo
impossivel. LesGes inflamatdrias, como a estomatite linfoplasmocitica, estomatite ulcerativa ou até
estomatite purulenta e hiperplasicas, como hiperplasia gengival ou a calcificacdo circunscrita sdo
lesGes que aparecem frequentemente e que, muitas vezes, mascaram a presencga de neoplasias, sejam
elas benignas ou malignas (Withrow et al., 2019). As lesGes benignas representam uma percentagem
consideravel das patologias orais, sendo as mais recorrentes o fibroma odontogénico periférico, o
papiloma filiforme viral e 0 ameoblastoma (Withrow et al., 2019; Satthathum et al., 2023). No que toca
aos tumores orais malignos em caes, estes apresentam uma percentagem de cerca de 6-7% de todos

os tumores malignos, estando a cavidade oral identificada como sendo a quarta regido corporal com
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maior prevaléncia para este tipo de patologias. Estes aparecem em cdes de meia-idade (4-11 anos),
sendo o MOM, o carcinoma de células escamosas e o fibrossarcoma os mais relatados na clinica de

canideos (Satthathum et al., 2023).

Perante isto, um bom exame oral efetuado por um médico veterindrio, aquando da realizacdo de
um exame fisico de rotina, ndo deve ser dispensado. Isto é deveras importante, dada a complexidade
anatdmica da regido e a abundancia de aparecimento de patologias nesta cavidade nos nossos animais
de companbhia, o que pode levar ao subdiagndstico de neoplasias orais (Eubanks, 2007). Neste sentido,
esta relatado bibliograficamente, que é comum o diagndstico tardio de neoplasias da cavidade oral. O
seu diagndstico acontece muitas vezes por acaso, durante um exame de rotina, ou entdo surge porque
a patologia ja se apresenta em estadios muito avancados. A presenca de sinais clinicos como halitose,
sialorreia, perda de peso, epistaxis, disfagia, hemoptise e até mesmo dor na abertura da boca, sdo

recorrentes objetos de queixa por parte dos tutores (Simons, 2015).

2.2. MELANOMA MALIGNO EM CAES

O Melanoma é o tumor maligno oral mais comum em cdes, raro em gatos, com especial atencdo
a cdes com uma pigmentacao significativa e apresenta-se como um desafio clinico para os veterinarios

de todo o planeta (Vail et al., 2019; Polton et al., 2024).

Os MOM sao classificados como tumores mesenquimais, ou seja, que resultam de células com
origem mesenquimal, sendo a sua aparéncia distinta, pois possuem células que se assemelham a
células epiteliais, outras apresentam uma forma fusiforme e outras tém um formato arredondado
(zachary, 2017; Withrow et al., 2019; Smedley, Sebastian, & Kiupel, 2022). Os melandcitos, que
apontam como precursores os melanoblastos, sdo células produtoras de melanina (pigmento que da
cor a pele, mucosas e outras estruturas), onde se originam os melanomas. Estes contém, tipicamente,
um nucléolo Unico e grande no interior do nucleo, podendo o citoplasma possuir granulos de melanina
(particulas finas e acinzentadas), que permitem identifica-los com facilidade; no entanto, muitas
dessas células ndo sdo portadoras desta pigmentacdo (melanomas amelandticos), sendo estes
melanoblastos e melandcitos resultantes da neuroectoderme embrionaria (Modiano et al., 1999; Vail

et al., 2019; Withrow et al., 2019; Pazzi, Steenkamp, & Rixon, 2022)(Figuras 2 e 3, respetivamente).
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Figura 2 Aspirado de Melanoma, de cdo, com  Figura 3 Aspirado de Melanoma
presenca de variabilidade de tamanho
nuclear e de granulos de melanina no
citoplasma celular. Adaptado de Withrow et
al., 2019.

Amelanético, de cdo, com presencga de
variabilidade de tamanho nuclear e sem
presencga de granulos de melanina no
citoplasma celular. Adaptado de Mikiewicz et
al., 2019.

2.2.1. Apresentagdo, Etiologia, Incidéncia e Fatores de risco

Com base na localizagdo anatdomica, o melanoma exibe comportamentos diferentes. Este €,
muitas vezes, descrito pelos tutores, como sendo um nédulo pequeno, com cor acastanhada ou preta,
embora estes também se possam apresentar como massas grandes, irregulares ou achatadas
(Murakami et al., 2011). Tumores como o melanoma maligno, podem desenvolver-se em diversas
localizagbes anatdmicas, como a cavidade oral (44-62%), pele (27-44%), digitos (8-10%), regido
subungueal, descritos de forma decrescente de prevaléncia, estando também reportado o
aparecimento destes processos tumorais nos olhos (1-3%), almofadas plantares, cavidade nasal, trato

gastrointestinal e sacos das glandulas anais (He et al., 2024; Polton et al., 2024).

A etiopatogénese do melanoma canino envolve mutag¢des sequenciais nos melandcitos que
conduzem a desregulacdo de vias de sinalizacdo celular, promovendo proliferacdo descontrolada e
evasdo dos mecanismos apoptdticos. Sabe-se também que, ao contrario do que acontece na medicina
humana, onde o aparecimento de melanomas estd intimamente relacionado com a exposicdo a
radiacdo ultravioleta (UV), na medicina veterinaria, isto sera pouco provavel acontecer em cades devido
a protecdo da pele por pélo e a sua localizagdo preferencial na cavidade oral, o que minimiza a
exposicdo a UV (Polton et al.,, 2024). Estdo ainda descritos outros fatores que poderdo estar
correlacionados com o aparecimento deste, tais como a idade avancada, dos 10 aos 12 anos, zonas de
pele com coloragao escurecida, predisposicao racial para caes como scottish terriers, golden retrievers,

poodles, dachshunds, chow-chows, cocker spaniels, entre outros. Até a data, nenhum estudo
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comprovou qualquer relagdo entre o género do animal e a predisposi¢do para o desenvolvimento de

melanoma (Zachary, 2017; Polton et al., 2024).

2.2.2. Diagnéstico e Progndstico

A apresentacdo de vdrios tipos de lesdes pigmentadas e de tumores torna o diagndstico do
melanoma mais complicado, especialmente dos melanomas amelanéticos (Modiano et al., 1999; Rolim
et al., 2012). A citologia através de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) pode auxiliar o diagndstico,
mas deve-se realizar uma bidpsia excisional da lesdo, para posterior exame histopatolégico, de forma
a poder detetar caracteristicas de malignidade, algo que a PAAF ndo consegue fornecer.
Alternativamente, o diagndstico desta patologia também pode ser realizado com o recurso a
imunohistoquimica (IHQ) (Smedley, Sebastian, & Kiupel, 2022; Stevenson, Klahn, LeRoith & Huckle,
2023; Polton et al., 2024).

Os melanomas em cdes apresentam um comportamento biolégico muito variavel, sendo o
progndstico muito influenciado, tanto por fatores clinicos, como histopatolégicos. Tal como ja referido,
a localizagdo anatdmica tem uma elevada influéncia no progndstico, visto que os melanomas situados
na pele, que sdo mais frequentemente diagnosticados como sendo nevo, tém melhor progndstico
guando comparados com os melanomas da cavidade oral, que sdo tendencialmente mais agressivos,
pois tendem a apresentar elevado grau de malignidade. Outros fatores como o indice mitdtico
(quantidade de células em divisdo) elevado, a dete¢do de invasdo vascular, linfatica ou neuroldgica, e
a presenca de ulceracdo, agravam também o progndstico do paciente. Posto isto, refere-se que a
avaliacdo do indice Ki-67 constitui um importante fator de progndstico, pois este mede a taxa de

proliferacdo das células da amostra (Smedley, Sebastian, & Kiupel, 2022).

O estadiamento dos pacientes diagnosticados com MOM é recomendado. Este implica a
realizacdo de um exame fisico completo, hemograma, painel de bioquimicas, analises a urina, citologia
de todas as lesOes cutaneas e dos linfonodos regionais ao tumor, mesmo que no exame fisico se
encontrem de tamanho normal. A realizacdo de radiografias toracicas em pelo menos trés projecoes,
tomografia computorizada (TC) ou ressonancia magnética (RM) e ecografia abdominal, sdo exames
recomenddveis pois vdo avaliar a presenca de metdstases, e também do grau de invasdo da lesdo
primaria (Tellado et al., 2020; Stevenson, Klahn, LeRoith, & Huckle, 2023; Polton et al., 2024). Com
base neste estadiamento, foi estabelecida uma classificagcdao que permite dividir os MOM em quatro

estadios. Os critérios de classificacdo que permitem identificar os MOM nestes quatros estadios sdo:
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“T”, que representa a extensdo do tumor primario, “N”, a afe¢do dos nddulos linfaticos regionais e

“M”, a presenca de metastases a distancia, estando isso ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1 TNM — Critérios para o estadiamento de MOM em cdes segunda a “World Health
Organization”. Adaptado de (Owen, 1980).

Critérios de classificacdo

Classificagao por estadio

T: Tumor Primario

T1 Tumor < dois cm de didmetro

T2 Tumor dois a quatro cm de diametro

T3 Tumor > quatro cm de didmetro

N: Nédulos

Linfaticos Regionais

NO Sem evidéncia de envolvimento

regional

N1  Histoldgica/citologicamente

evidéncia de envolvimento regional

N2 Noédulos visiveis

com

M: Metastases

MO Sem evidéncia de metastases

M1 Com evidéncia de metdastases

Estadiol T1 NO MO

Estadio 11 T2 NO MO

Estadio Il T2 N1 MO ou T3 NO MO

Estadio IV Qualquer T, qualquer
Ne M1

2.2.3. Tratamento

7

O Melanoma maligno é uma patologia fatal, com invasdao local e elevada propensdo ao

desenvolvimento de metastases, que apresenta uma fraca resposta aos tratamentos implementados

como protocolo usual, de progndstico reservado e com elevada morbimortilidade (Murakami et al.,

2011).

A cirurgia por excisdo total do tumor, com intencdo curativa, como é o caso de mandibulectomias

e maxilectomias parciais em caso de ressec¢do tumoral com origem em gengivas e mucosa na

proximidade do osso, tem vindo, ao longo dos anos, a ser o tratamento de eleicdo para o MOM. Esta

abordagem meédica é eficaz e recomendada, mas apresenta alguns problemas, visto que apenas é

elegivel para tumores localizados em regides anatdmicas passiveis de se aceder cirurgicamente e onde

se consiga garantir a sua execugdo com margens cirurgicas limpas, de modo a evitar a disseminagdo

11
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das células tumorais localmente e o surgimento de metastases em outras regides anatémicas (Pazzi,

Steenkamp, & Rixon, 2022).

A radioterapia, com efeito curativo, promove morte celular, consequente dos danos causados no
ADN apods a aplicacdo de radiacdo ionizante. Esta técnica apresenta um papel importante no
tratamento de MOM quando a cirurgia ndo é possivel ou quando esta so consegue ser feita de forma
incompleta (Cunha et al., 2018; Pazzi, Steenkamp, & Rixon, 2022). Esta também evidencia grande
utilidade quando referida como tratamento paliativo, no que se refere ao tratamento de metdstases

ou linfonodos distantes (Cunha et al., 2018).

A guimioterapia sistémica, apds a abordagem cirurgica, foi considerada o tratamento de eleicdo
para pacientes com MOM com risco metastdtico durante as ultimas décadas, mas a taxa de
sobrevivéncia destes manteve-se sempre baixa, especialmente nos pacientes com estadios de doenca
mais avancados (IV) (Stevenson et al., 2023). Para além disto, a utilizacdo de quimioterapia sistémica
é usada como agente radio-potenciador e para prevenir o aparecimento ou o avan¢o metastatico
(Cunha et al., 2018). Esta terapia ndo é também a mais aconselhada, visto que cerca de dois tergos dos
pacientes apresentam resisténcia a carboplatina, um dos quimioterapicos mais utilizados para este

tipo de tumores (Cunha et al., 2018; Pazzi, Steenkamp, & Rixon, 2022).

Com o avancar da medicina, novas terapias comecam a ser implementadas como tratamento desta
patologia, e juntamente com técnicas mais antigas ou até mesmo em substituicdo destas. Isto tem
como objetivo ultrapassar limitagGes terapéuticas como a presenca de tumores inoperdveis ou que
submetam os animais a cirurgias desfigurantes, neoplasias resistentes aos tratamentos ja instituidos
ou até mesmo a minimizacdo dos efeitos secunddrios que advém destas (Spugnini et al., 2016;
Campana et al., 2019; Condello et al., 2022). Sdo exemplos destas novas abordagens terapéuticas para
o melanoma canino a imunoterapia, onde a vacinagao tem um papel importante na estimulacao do
sistema imunitario do animal, de modo a combater antigénios especificos do tumor; a genoterapia por
meio da transferéncia genética de IL-12, que, por sua vez, promove a formacdo de um efeito
terapéutico a nivel sistémico em variadas neoplasias, nomeadamente, no MOM; a associacdo da IL-12,
(através da sua administracdo intratumoral, de modo a que o tumor inicie a producdo desta localmente
e assim despolete uma resposta inflamatdria controlada e dirigida as células tumorais aquando de um
estimulo do sistema imunitario), com a EQT também esta descrita, pois estas duas técnicas conseguem
atuar em sinergismo no que toca ao controlo de tumores superficiais primarios; e por ultimo a EQT

usada isoladamente é uma outra terapéutica inovadora que tem vindo a desenvolver-se ao longo dos
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anos com resultados promissores (Rols, Golzio & Teissié, 2021; Pazzi, Steenkamp, & Rixon, 2022). Na
Tabela 2 esta representada a mediana do tempo médio de sobrevivéncia (MTS) em animais com MOM
sujeitos a vdrias técnicas, a EQT e terapias consideradas como convencionais, ou seja, o tempo em que

50% dos pacientes sujeitos a uma determinada técnica ainda se encontram com vida, apds o comego

dela.

Tabela 2 MTS com base em vdrias terapias aplicadas no tratamento do MOM canino.

Estadio EQT (meses)? Cirurgia com Radioterapia Quimioterapia
intengdo curativa (meses) 3 sistémica(meses)*
(meses) "

Estadio | 16,5 28-29 12-13 8
Estadio Il 9 26-27 9 8
Estadio Ill 7,5 6-7 4 16™
Estadio IV 4,5 NA 3 5

(Nemecetal., | (Pazzi, Steenkamp & (Pazzi, (Pazzi, Steenkamp
2020; Pazzi, Rixon, 2022) Steenkamp & & Rixon, 2022)

Steenkamp & Rixon, 2022)

Rixon, 2022)

(1)Dados referentes a utilizagdo de bleomicina sem outra terapia em coadjuvagdo; (2) Dados referentes a realizagdo de cirurgia com a
utilizagdo de quimioterapia sitémica variada, como coadjuvante em alguns casos; (3) Dados referentes a utilizacdo de radioterapia com
associagdo de cirurgia inicial e/ou quimioterapia sistémica em alguns casos; (4) Dados referentes a utilizagdo de carboplatina com cirurgia
inicial ou outros tratamentos em coadjuvagdo; (*) Os valores da realizagdo de cirurgia sdo superiores, mas apresentam uma grande

dependéncia da localizagdo anatémica do tumor; (**) O valor esperado seria cada vez mais baixo com o aumento do estadio da doenga, mas

este pode ter sido influenciado por vérias componentes; (NA) Ndo Aplicavel.
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3. ELETROQUIMIOTERAPIA

A técnica EQT é realizada de forma inovadora desde a década de 90, quando se descreveu a
aplicacdo de pulsos elétricos (PEs) ndo citotdxicos num tumor subcutdneo apds a administragdo
intramuscular de bleomicina, na tentativa de potenciar o seu efeito. Isto apresentava variadas
vantagens ndo sé na reduc¢do do volume tumoral, mas também na elimina¢cdo completa de tumores
induzidos em modelos experimentais, sendo desde entdo classificada como uma estratégia
terapéutica com elevado potencial, no que toca a oncologia veterinaria e humana (Tozon, Tamzali &

Cemazar, 2016; Cemazar & Sersa, 2019).
3.1. PRINCIPIOS DA TECNICA

Atualmente, a EQT continua a demonstrar excelentes resultados no controlo local de tumores
cutaneos e subcutdneos. Esta pode ser efetuada de forma isolada ou associada a outras técnicas, ja
ndo sendo vista apenas como técnica paliativa, mas também enquanto técnica curativa, em variadas
espécies, nomeadamente no cdo, gato, cavalo e no proprio ser humano. Sdo de realcar alguns tumores
onde esta técnica é muito aplicada, como o MOM em cdes, o carcinoma de células escamosas em gatos
e 0 sarcoma equino, entre outras (Spugnini et al., 2016; Tozon, Tamzali & Cemazar, 2016; Maglietti et

al., 2020).

A EQT é, entdo, uma técnica ablativa localmente, constituida por componentes fisicos, onde é
aplicado um PE, de modo a causar eletroporacdo nas células-alvo e uma componente quimica, que
consta na introducdo de quimioterdpicos no interior das células (Nemec et al., 2020; Tellado et al.,

2020).

Para se obter a melhor resposta antitumoral com a EQT, existem varidveis que devem ser
controladas pelo executor da técnica. Os parametros elétricos devem ser selecionados de modo a
causar eletroporacdo reversivel das membranas celulares, estes devem ter uma durag¢do e uma forma
de aplicacdo adequada, de acordo com as moléculas que se querem inserir no interior da célula. Por
outro lado, os farmacos escolhidos para se associar a eletropora¢do devem ser altamente citotdxicas
dentro das células tumorais, sem que ocorra saida através da membrana para as células saudaveis

envolventes (Cemazar & Sersa, 2019; Nemec et al., 2020).

Quando se aplica PEs curtos e intensos sobre a membrana celular, gera-se uma tensao

transmembranar. A membrana celular é constituida por uma bicamada fosfolipidica, onde as cabecas
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hidrofilicas estdo viradas para a sua parte exterior e as caudas hidrofdbicas situam-se na sua porg¢ado
interna. Apds aplicagdo PEs, as moléculas de dgua, comecam a penetrar a bicamada fosfolipidica,
acontecendo isto, essencialmente, em células neopldsicas que por definicdo sdo menos estaveis,
guando comparadas com células normais. Em consequéncia disto, e das diferentes propriedades
elétricas da membrana celular, do citoplasma e do meio externo, acontece uma reorganizacdo da
geometria da membrana, havendo formacdo de poros temporarios e aumentando permeabilidade
celular (Cemazar et al., 2008; Spugnini et al., 2016; Maglietti et al., 2020; Mahni¢-Kalamiza & Miklavcic,
2021). O aumento desta permeabilidade transitdria e a diferenca de concentracdo de farmacos do
exterior das células para o interior destas, leva a que pequenas moléculas polares entrem para o
espaco intracelular por processos de difusdo simples (Cemazar et al., 2008; Campana et al., 2016;
Spugnini et al., 2016; Condello et al., 2022). Este aumento rdpido de concentragdo do farmaco no

interior das células leva ao aumento da sua citotoxicidade (Cemazar et al., 2008).

O efeito citotoxico da EQT ndo estd apenas limitado as células tumorais, uma vez que esta técnica
tem a capacidade de atingir células endoteliais dos vasos sanguineos, fazendo com que, desta forma,
0 aporte sanguineo ao tumor desapareca (Cemazar et al., 2008; Miklavci¢ et al., 2014). Adicionalmente,
a clivagem de ADN destas células tumorais, por meio da a¢do dos quimioterapicos, promove a sua
degenerescéncia e previne a ocorréncia dos seus processos de mitose, induzindo-as a entrarem em
apoptose, fazendo com que desaparecam com o auxilio do sistema imunitario do animal (Miklavcic et

al., 2014; Spugnini et al., 2016). Isto apresenta-se representado na Figura 4.

AR,
S VIV ',

15

)

TN

5,
% l o'
Ry

2,

o &
UNDOs NO'



Figura 4 Representacdo esquemdtica do fendmeno de EQT. (a) Estrutura que engloba as células tumorais,
rodeadas de células sauddveis, com a respetiva irrigacdo sanguinea. (b) Injecdo de quimioteradpico via
endovenosa. (c) Aplicagdo de PEs nas células tumorais. (d) Entrada do quimioterapico para a célula tumoral. (e)

Entrada das células tumorais em apoptose. (f) Remissdo completa das células tumorais. Fonte: Original.

Quando uma célula é sujeita a aplicagdo de PEs, duas situagGes podem ocorrer: eletroporacdo
reversivel ou irreversivel (Maglietti et al., 2020; Condello et al., 2022). A aplicacdo de eletroporagdo de
forma irreversivel é uma técnica sem interesse a nivel terapéutico, neste tipo de patologias. Esta causa
danos permanentes na membrana celular, provocando perda da capacidade de hemostase destas,
levando a morte das suas células, que muitas vezes estdo localizadas préximas de estruturas delicadas,
como grandes vasos sanguineos e nervos (Rubinsky et al., 2015; Maglietti et al., 2020; Condello et al.,
2022). No que toca a eletroporacdo reversivel, existe entdo a formacdo de poros temporarios na
membrana celular, permitindo a passagem de farmacos lipofdbicos e hidrofilicos para o interior da
célula. Na formagdo destes poros membranares é necessaria aplicacdo de um PE de amplitude e
duracdo controladas de modo a manter a viabilidade das células. Com base nisto, estdo descritas duas
teorias de mecanismos que permitem este aumento de permeabilidade. O primeiro descreve que,
apos a aplicacdo do PE, ha uma destabilizacdo da membrana, fazendo com que haja um rearranjo dos
fosfolipidos, redirecionando as cabecas hidrofilicas e as caudas hidrofébicas de modo a formar um
poro reversivel, com duracdo de cerca de um minuto. O segundo mecanismo envolve o agrupamento
de proteinas transmembranas de modo que se originem pseudo-tuneis, para que haja a possibilidade

de passagem das moléculas através deles (Cemazar et al., 2008; Spugnini et al., 2016) (Figura 5).
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Figura 5 Mecanismo de passagem intracelular de fdrmacos por meio de eletroporagdo. (a) Membrana
citoplasmatica antes de aplicagdo do PE, sem possuir permeabilidade para moléculas lipofdébicas e
hidrofilicas. (b) Mecanismo de formagdo de um poro por meio da reorganizagdo dos fosfolipidos. (c)
Mecanismo de formagdo de pseudo-tlneis através das proteinas transmembranares. Fonte: Original.

3.2. ELEIGAO DE PACIENTES E CONSIDERAGOES PRE-TRATAMENTO

Uma técnica como a EQT apresenta toda uma pandplia de critérios que devem ser cumpridos.
Esta técnica deve ser, preferencialmente, efetuada em tumores cutdneos ou subcutdneos, primarios
ou metastaticos, que ndo respondam corretamente aos tratamentos convencionais. E muito Gtil em
tumores que possam apresentar sangramento ou ulcera¢do, que causem dor ou desconforto ao
animal, ou seja, que afetem a qualidade de vida do paciente. Por fim, esta técnica ainda pode ser
aplicada em pacientes que apresentem tumores de grandes dimensdes e onde haja necessidade de
diminuir o seu tamanho para se conseguir realizar cirurgia posteriormente, ou quando, simplesmente,
o tutor apods a explicagdo de todos os procedimentos, se recuse a realizacdo de outras terapias mais

convencionais e mais agressivas (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

A selecdo dos pacientes deve seguir critérios especificos, com a prévia recolha de dados como
idade, peso, sexo, raca, diagndstico histopatoldgico, histérico de alergias ou hipersensibilidade a
guimioterapicos e exposicdo prévia a esses farmacos, a fim de determinar a dose cumulativa.
Adicionalmente, é necessario aferir o tamanho tumoral e, em fémeas, verificar a possibilidade de

gestacdo ou lactacdo, devido aos potenciais efeitos teratogénicos da quimioterapia. O paciente deve
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apresentar parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos dentro dos intervalos de referéncia, além
de avaliacdo cardiaca por ecocardiografia e exames de imagem (radiografias toracicas em trés
projecOes, ecografia abdominal e tomografia computadorizada toraco-abdominal) para exclusdo de

metastases e invasdo 6ssea (Campana et al., 2016; Tellado et al., 2020; Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

3.3. QUIMIOTERAPICOS ASSOCIADOS A ELETROQUIMIOTERAPIA

Com o avancgar da medicina, denotou-se que a quimioterapia tem apresentado limitacdes no
controlo tumoral, dado o aparecimento constante de resisténcias medicamentosas por parte dos
pacientes. Na tentativa de colmatar este grande problema de resisténcias, muitas vezes causadas pela

incapacidade de transporte do farmaco, tém surgido novas técnicas como a EQT (Condello et al., 2022).

Aquando da escolha do quimioterapico que ird ser utilizado, deve definir-se, simultaneamente, o
protocolo anestésico. O tratamento deve ser realizado sob anestesia geral, principalmente para evitar
reacOes adversas a estimulos dolorosos decorrentes da contragdo muscular induzida pela estimulagédo
elétrica. Em casos de multiplos nédulos ou lesGes de grandes dimensdes, pode-se optar por sedacgdo
intravenosa continua como alternativa. Para nédulos Unicos e pequenos, a anestesia local pode ser
suficiente (Benedik et al., 2020; Tellado, Mir & Maglietti, 2022). A anestesia representa um dos pilares
fundamentais da medicina veterinaria atual, sendo indispensavel para a realizacdo de procedimentos
diagndsticos, terapéuticos e cirurgicos de forma segura tanto para o animal como para o profissional
gue os esta a executar. Utilizam-se protocolos anestésicos eficazes no controlo de dor, individualizados
a cada caso clinico e com o minimo de efeitos adversos promovidos pela aplica¢do de protocolos
anestésicos multimodais (Grimm et al., 2015). No que toca a anestesia geral para a realizacdo da
técnica de EQT, existem varios protocolos descritos que devem ser cuidadosamente analisados pelo

anestesista (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

A escolha do quimioterapico mais adequado e a forma de administra¢do para cada situagdo ndo
sdo faceis e devem ser ponderadas. A bleomicina e a cisplatina sdo os quimioterapicos que apresentam
maior resposta quando sujeitas a um PE, sendo por isso, utilizados com concentracdes reduzidas
durante o protocolo de EQT, quando comparadas a outras técnicas. Outros farmacos como o Cloreto
de célcio, a Mitoxantrona e a Doxorrubicina também se apresentam descritos como possiveis opgoes
terapéuticas na EQT. Relativamente a via de administracdo, alguns autores defendem que no caso da
presenca de mais 5-7 nddulos e estes apresentarem mais de 2 cm de didmetro, é desaconselhada a

administracdo de farmacos por via intratumoral, tendo que se optar pela via intravenosa (Miklavcic et
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al., 2014; Spugnini et al., 2016; Nemec et al., 2020; Rols, Golzio & Teissié, 2021; Tellado, Mir &
Maglietti, 2022).

3.3.1. Bleomicina

N

A bleomicina, produzida pela bactéria “Streptomyces verticillus”, pertence a classe dos
antibiodticos antineoplasicos e esta descrita, ndo s6 por ter sido o primeiro e o mais estudado agente
guimioterapico nos estudos de eletroporagdo, mas também por ser o quimioterapico que apresenta
maior nivel de citotoxicidade apds exposicdo a um PE (Moeller et al., 2008; Spugnini et al., 2016; Tozon,

Milevoj & Impellizeri, 2019).

A bleomicina é um quimioterapico de natureza lipofébica e hidrofilica, que pode ser administrado
por via intravenosa ou intratumoral. Este composto é deveras interessante, pois em condicGes
normais, tem a capacidade de penetrar na membrana sé e apenas por meio de recetores proteicos
resultando isto numa entrada lenta e pouco significativa quantitativamente, pelo que a sua
citotoxicidade ndo é muito relevante. A forma de combater esta resisténcia a entrada através da
membrana celular da bleomicina foi através da aplicagdo de PEs, o que aumenta a sua capacidade de

entrada em 700 vezes (Spugnini et al., 2016; Tellado et al., 2020).

A partir do momento que a bleomicina é administrada ao animal e esta entra para o citosol da
célula, ocorre a inducdo da clivagem de cadeias simples ou duplas de ADN, interrompendo o ciclo
celular e promovendo a fragmentacdo do ADN, originando assim a morte celular. Todo este
mecanismo de acdo decorre em cerca de 30 segundos, desde a entrada da bleomicina no citosol

(Moeller et al., 2008; Spugnini et al., 2016).

A dose escolhida para ser administrada a cada paciente depende do tamanho do nédulo. A
bleomicina pode ser administrada por via intravenosa, cuja dose inicial descrita é 15000 Ul/m? de
superficie corporal (com dose maxima de 30000 Ul/m?), administrada em bdlus lentos, podendo ser
necessario realizar uma administracdo fracionada de bleomicina (metade da dose inicial), quando os
tumores apresentam um didmetro superior a 8 cm. Apds a administragcdo da bleomicina, é necessario
esperar cerca de 8 minutos antes da aplicacdo do PE, de modo que haja uma boa distribuicao do
guimioterapico a nivel sistémico e assim se possa atingir o pico de concentracdo plasmatica do
farmaco. Contudo, e tal como ja referido, esta também pode ser administrada de forma intratumoral,
com uma dose recomendada de 250 Ul/cm?® da superficie corporal, devendo o PE ser administrado

logo em seguida, sem ser necessario aguardar. Administrar bleomicina por esta via é viavel para
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tumores que apresentem um volume méximo de 2 cm?, pois em tumores de maiores dimensdes,
conseguir uma boa distribuicdo do farmaco por toda a superficie torna-se um desafio (Tellado, Mir &

Maglietti, 2022).

Por fim, a bleomicina apresenta, essencialmente, toxicidade cutdnea e pulmonar, mas como é
excretada por via urinaria, também pode causar nefrotoxicidade, devendo-se, por isso, manter o
animal sujeito a fluidoterapia apds o término da técnica, de modo, a excretar este quimioterapico da

circulacdo sanguinea (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

3.3.2. Cisplatina

A cisplatina é atualmente o segundo farmaco mais utilizado na EQT, normalmente quando os
pacientes apresentam resisténcia a bleomicina (Spugnini et al., 2016; Tozon, Milevoj & Impellizeri,
2019). Este quimioterapico, pertencente ao grupo dos agentes alquilantes, em condi¢cdes normais, é
capaz de entrar na célula através de transportadores de cobre, sendo essa entrada em quantidades
limitadas. Contudo, a eletroporacao aumenta significativamente a entrada desta, com o consequente
aumento da sua citotoxicidade e morte celular por apoptose (Spugnini et al., 2016; Cemazar & Sersa,

2019).

7

Quando este farmaco consegue entrar para o interior da célula, é ativado por meio da
substituicdo de um dos seus cloretos por uma molécula de dgua, o que permite que este forme ligaces
com as bases de ADN. Ap0s se estabelecer esta ligagdo cruzada do ADN, a replicacdo celular e a sintese
proteica sdo blogueadas, promovendo assim a morte celular. A sua captacdo é aumentada em cerca

de 4 a 8 vezes mais, apds a exposicdo a PEs (Spugnini et al., 2016).

Contrariamente a bleomicina, estd aconselhado a que a cisplatina seja apenas administrada de
forma intratumoral com uma concentra¢do de 1 mg/ml, sendo a dose recomendada a necessaria para
preencher todo o volume tumoral, devendo-se fornecer o PE de imediato. No caso da cisplatina, a
disponibilidade desta concentracdo ou de uma concentracdo superior é essencial; caso contrario, é
preferivel optar por outro quimioterapico, porque utilizar concentracGes mais baixas implica que haja
um acompanhamento muito minucioso, pois, a qualquer momento, o paciente pode necessitar de um

novo tratamento (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

Por ultimo, a cisplatina apresenta excre¢do predominantemente urindria e pode causar
nefrotoxicidade, sendo isto um problema clinico significante, pois surge em cerca de 30% dos pacientes

tratados com cisplatina (Kopacz-Bednarska & Krdl, 2022).
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3.3.3. Cloreto de Calcio

A técnica de EQT ja demonstrou elevada aplicagao clinica no que concerne ao tratamento tumoral
com a utilizacdo de farmacos ndo permanentes no corpo do animal (bleomicina e cisplatina). Mais
recentemente, tem-se demonstrado a aplicabilidade da utilizacdo de iGes de calcio como nova
abordagem a EQT. Por norma, o célcio apresenta-se em baixa concentragdo no interior da célula, mas
guando a membrana é exposta a um PE, e sofre permeabiliza¢do, essa concentracdo aumenta, levando
a deplecdo de adenosina trifosfato (ATP), disfun¢cdo mitocondrial e consequente morte celular por

necrose (Maglietti et al., 2020; Radzevicitté-Valciukeé et al., 2023).

O calcio em baixas concentracdes ndo tem capacidade de causar citotoxicidade celular, contudo,
o cloreto de calcio pode ser usado como uma terceira op¢do quando a bleomicina e a cisplatina ndo se
encontram disponiveis, visto que, mesmo mantendo a seletividade de entrada na célula proporcionada
pelas anteriores, é menos eficaz. Posto isto, é recomendado o uso de uma concentracdo de 9 mg/ml,
devendo-se injetar o volume de cloreto de calcio, por via intratumoral, correspondente a metade do
volume tumoral (Maglietti et al., 2020; Tellado, Mir & Maglietti, 2022; Radzevicitté-Valliuke et al.,
2023).

3.4. TIPOS DE ELETRODOS E O SEU PULSO ELETRICO

A escolha do tipo de elétrodo e do PE a usar é um desafio para os médicos veterindrios que se
dedicam a esta area. Para que haja uma correta selecdo do tipo de pulso a ser escolhido, deve-se ser
consciente das variaveis que a este estdo inerentes, como é o caso da amplitude, da duracdo e do
numero de aplicacbes do PE (Cindri¢, Kos & Miklavci¢, 2021; Scuderi et al., 2024). Encontra-se bem
descrito que o aumento quantitativo de PEs ndo é diretamente proporcional ao efeito por eles
produzido, uma vez que, a certa altura, a formacdo de poros que acontece no fendmeno de
eletroporagdo comeca a decair em termos de nimero, pois as células atingem um ponto em que esse
estimulo ja ndo lhes estd a causar efeito, designando-se isto por fendmeno de saturagdo (Garcia-

Sanchez et al., 2019).

Aquando do inicio do estudo da aplicacdo de pulsos elétricos para provocar eletroporacao, foi
definido um protocolo de aplicacdo de 8 PEs com a duragdo de 100 microssegundos cada um, que é o
gue ainda se aplica nos dias de hoje. Apds a aplicacdo deste pulso, ele é superior nas regides a volta
do elétrodo e dentro dele, decaindo rapidamente nas regiGes fora dele, podendo-se afirmar que a sua

distribuicdo depende ndo sé dos fatores a ele intrinsecos, tal como ja referido, mas também do tipo
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de tecido onde se estd a aplicar este PE e da geometria que os elétrodos que o emitem apresentam

(Cindri¢, Kos & Miklavcic, 2021; Condello et al., 2022).

Aregido onde é aplicado o PE, na maioria das vezes, apresenta variados tipos de tecido, tais como:
pele, tecido adiposo ou até mesmo musculo, tornando a sua composicdo heterogénea. Cada um destes
tecidos apresenta condutividades elétricas dispares, ndo conseguindo com isto, na maioria dos casos,

obter uma boa distribuicdo do PE por todos os constituintes da estrutura (Cindri¢, Kos & Miklavcic,

2021).

A geometria do elétrodo é outro parametro que influencia a distribuicio de PE e deve ser
escolhida de acordo com o tamanho e profundidade do nédulo. Existem varias configuracGes de
elétrodos desenvolvidas ao longo dos anos: elétrodos em placa, elétrodos com agulhas de arranjo fixo,
elétrodos com agulhas individuais para tumores com localizagGes mais profundas e de dificil acesso, e
elétrodos desenhados para tratamentos especificos, como é o caso dos elétrodos de dedo (Miklavci¢

et al., 2014; Cindric, Kos & Miklavcic, 2021).

3.4.1. Elétrodos nao invasivos

Elétrodos ndo invasivos, tais como os elétrodos em placa, tém utilidade para tumores
superficiais, de pequenas dimensdes, localizados em zonas de facil acesso, pois estes elétrodos ndo
podem ser inseridos no tecido. Quando utilizados, deve-se ter em consideragdo o didmetro do
nddulo, pois este tem de estar contido na distancia entre as duas placas paralelas do elétrodo. Apds
a aplicacdo do PE e com o auxilio de gel de modo a aumentar a condutividade, o PE dissipa-se pelo
tecido, apresentando a parte mais externa do nédulo um campo elétrico mais forte quando

comparado com a parte interna, que se apresenta mais afastada dos elétrodos (Cindri¢, Kos &

Miklavcic, 2021).

Esta classe de elétrodos apresenta a grande vantagem de se conseguir visualizar com clareza
a zona que estd a ser tratada, contudo apresenta a desvantagem de ser limitado a zonas especificas,
como as orelhas, nariz ou nédulos cujo didametro seja inferior ao espagamento das placas, tal como

anteriormente referido (Cindri¢, Kos & Miklavcic, 2021).

3.4.2. Elétrodos invasivos

Estes elétrodos invasivos, tal como o nome indica, tém a capacidade de penetrar nos tecidos,

de modo a conseguir atingir regido onde houve uma infiltragdo maior no interior destes. Elétrodos
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invasivos apresentam variadas geometrias de distribuicdo das agulhas pertencentes aos elétrodos,
como é o caso da disposicdo hexagonal ou a disposicdo linear, de modo que se consiga ajustar melhor

a selecdo de cada elétrodo as proporc¢ées do nddulo apresentado (Cindri¢, Kos & Miklavcic, 2021).

Esta classe de elétrodos é a mais usada na aplicacdo de EQT, pois consegue penetrar em
tumores de grandes dimensdes, ou que se apresentam em regiGes de dificil acesso, como é o caso
da cavidade nasal, fazendo com que haja uma dissipacdao do PE, homogeneamente, por todas as

partes constituintes do nédulo (Cindri¢, Kos & Miklavcic, 2021).

3.5. ELETROQUIMIOTERAPIA NO MELANOMA ORAL MALIGNO EM CAES

A regido anatémica do MOM, por vezes, dificulta as possibilidades de tratamento. Quando o
MOM apenas se apresenta na parte de tecidos moles como os labios ou palato, sem que haja
envolvimento dsseo, a distribuicdo do quimioterapico é dtima. Por outro lado, quando ocorre
envolvimento dsseo, dificilmente a EQT servird de tratamento curativo, promovendo apenas a
diminuicdo do numero de células tumorais que se apresentam nas mucosas, e posteriormente sera

necessario associar outro tratamento (Spugnini et al., 2016; Tellado et al., 2020).

Em varios estudos, que abordam o tratamento do MOM com EQT, foi utilizada a bleomicina
sistémica, contudo o protocolo ainda ndo esteja completamente padronizado. Embora alguns autores
defendam a bleomicina (sistémica ou intratumoral) como abordagem principal, outros recomendam o
uso de cloreto de calcio para o tratamento de metastases em ganglios linfaticos regionais.
Relativamente aos elétrodos, sdo escolhidos de acordo com o tumor apresentado, variando assim a

sua selecdo consoante os estudos (Kulbacka et al., 2017; Pazzi, Steenkamp & Rixon, 2022).
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Embora a EQT, possa trazer efeitos secundarios minimos como hemorragia, inflamacao,
necrose, dificuldade de alimentacdo, edema da lingua e descoloragdo da mucosa na zona
intervencionada, a taxa de remissdo completa é estimada que seja de 90%, em animais de estadio | e
Il da doenca, devendo por isso ser um dos tratamentos de elei¢cdo para o controlo local desta patologia
neste estadios. Em animais de estadios Il e IV, a sua taxa de remissdo total é conjeturada em cerca de
50%, devendo estes animais, também eles ser tratados com EQT mesmo que ndo se consiga atingir a
remissdo total, consegue-se que haja uma redug¢do do volume tumoral (Nemec et al., 2020; Pazzi,

Steenkamp & Rixon, 2022). Dois exemplos da utilizacdo da técnica de EQT no MOM em cédes estdo

apresentados nas Figuras6 e 7.

Figura 6 Aspeto macroscépico de um melanoma de estadio Il em cdo, onde foi aplicada a técnica de
EQT. (a) Melanoma de estadio Il no palato mole antes do tratamento. (b) Resposta final obtida apds
30 dias da realizagdo de EQT, onde apenas se observa a presenc¢a de uma fistula, que é descrita como
assintomatica, sem evidéncia de tecido tumoral. Adaptado de Tellado et al., 2020.
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Figura 7 Palato duro de cdo com presenga de melanoma pigmentado, tratado com EQT. (a) Melanoma no
palato mole antes do tratamento. (b) Resposta final obtida apds 4 meses da realizagdo de EQT, onde a se
observa uma resposta completa ao tratamento e a presenga de uma hipopigmentagdo no local onde o tumor
estava presente , que podera vir a ser revertida com o tempo, tal como na maioria dos casos. Adaptado de
Tellado, Mir & Maglietti, 2022.

3.6.VANTAGENS E DESVANTAGENS

A EQT representa uma modalidade terapéutica em crescimento, que associa, como ja referido,
uma componente fisica de administra¢cdo de PEs como a administracdo de quimioterapicos. Como tal,
a implementacgdo clinica desta acarreta alguns constrangimentos relacionados com a execucdo da
técnica. Neste contexto, a Tabela 3 visa a sistematizagdo das principais vantagens e desvantagens

inerentes a utilizacdo de EQT na pratica veterinaria.

Tabela 3 Esquematizagdo das vantagem e desvantagens da EQT.

Vantagens Desvantagens

e (Capacidade de obter concentracbes elevadas | © Requer a utilizacdo de anestesia geral e/ou
de quimioterdpico no tumor, mesmo com sedacdo para execugdo da técnica (Tellado, Mir
baixas doses de administracdo deste no & Maglietti, 2022);

animal (Campana et al., 2016; Rols, Golzio &
e A selecdo de elétrodos pode nem sempre ser a
Teissié, 2021);
mais facil dada a localizacdo tumoral, sendo isto
e Pouco dispendiosa em termos monetarios e
um ponto-chave para os bons resultados da
facil de realizar em comparacdo a outras
técnica (Rebersek & Miklavcic, 2011);
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técnicas (Tellado et al., 2020; Condello et al., | ¢ Impedimento de realizacdio de forma

2022); ambulatéria, visto que é necessario o controlo
Controlo tumoral total localmente, na maioria da anestesia (Tellado, Mir & Maglietti, 2022);
dos pacientes (Campana et al., 2016); e Limitacdo da utilizacdo apenas em tumores

superficiais sem grande acdo em metdstases
Técnica pouco invasiva e com resposta rapida
mais internas (Campana et al., 2019; Cemazar &
ao tratamento por parte dos pacientes (Fusco
Sersa, 2019);
et al., 2021);
. e Possivel desconforto ou necrose no local (Pazzi,
E um tratamento relativamente rapido,
Steenkamp & Rixon, 2022).
efetuado em um dia, com possibilidade de
repeticdo, se necessario (Campana et al.,
2016);

Poucos efeitos secundarios, permitindo a
utilizacdo em pacientes debilitados (Maglietti
etal., 2020; Fusco et al., 2021; Condello et al.,
2022);

Pode ser utilizada em sinergismo com outros
tratamentos (Condello et al., 2022);
Associada a um efeito imunoldgico, que
promove o desaparecimento das células
tumorais em apoptose (Miklavcic et al., 2014,
Tellado, Mir & Maglietti, 2022);

Apresenta seletividade para células tumorais,
preservando os tecidos adjacentes (Maglietti
et al., 2020);

Pode ser efetuada sem recurso a
guimioterapicos, como é exemplo o cloreto de
calcio (Miklavcic et al., 2014);

Ut em tumores que apresentem

sangramento ou ulceracdo (Tellado, Mir &

Maglietti, 2022);
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e Aplicavel a tumores com localizacGes de dificil
recessdo como orelhas e nariz (Cindri¢, Kos &

Miklavcic, 2021).

3.7. POSSIVEIS EVOLUCOES TUMORAIS

Aquando do término da sessdo de EQT, o animal ndo precisa de ficar internado, podendo
regressar a casa no proprio dia. O acompanhamento destes animais é essencial e é aconselhado fazer-
se numa fase inicial 15 dias apds a sessdo e depois passados 1,2,4 e 6 meses apds a EQT, de modo a
controlar o possivel reaparecimento tumoral. O acompanhamento deve ser feito por meio de registo
fotografico, de preferéncia com a realizacdo de medicGes para fornecer uma ideia se existe ou ndo

remissdo tumoral (Campana et al., 2016; Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

Apresentam-se descritas 4 possiveis evolu¢des tumorais apds uma sessdo de EQT. A evolucdo
comum é a que acontece na maioria dos casos, em que o tumor fica ligeiramente edemaciado, mas
depois diminui de tamanho, ao longo dos dias, de modo a atingir a completa remissdao tumoral. Na
evolucdo em dois tempos, a fase inicial acontece de forma semelhante a anterior, mas a certo ponto,
a lesdo deixa de diminuir de tamanho por tempo indeterminado, voltando apds isso a diminuir até
atingir a remissdao completa. Na evolugdo sem alteracdo, a lesdo aumenta de tamanho apds a EQT, mas
depois regressa ao seu tamanho original. Por fim, existe a evolu¢do de escape, onde comega a remissao

tumoral, mas a certo ponto o tumor comeca a aumentar de tamanho novamente. (Tellado, Mir &

Maglietti, 2022) (Figura 8).
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Tamanho Tamanho
tumoral tumoral

Tempo Tempo

Tamanho Tamanho
tumoral tumoral

Tempo Tempo

Figura 8 Eventuais progressdes tumorais (a) Evolugdo comum. (b) Evolugdo em dois tempos. (c) Evolugdo
sem alteragdo. (d) Evolugdo de escape. Adaptado de Tellado, Mir &Maglietti, 2022.

Embora esta técnica seja muito eficaz e com baixos efeitos secundarios, o acompanhamento da
sua progressao deve ser rigoroso, pois caso acontega, por exemplo, uma evolugdo de escape,
provavelmente sera necessdrio agendar uma nova sessdo de EQT (Maglietti et al., 2020; Tellado, Mir

& Maglietti, 2022).

3.8. PERSPETIVAS FUTURAS

A EQT tem vindo a afirmar-se como uma abordagem terapéutica promissora na oncologia
veterindria, sobretudo no tratamento de neoplasias superficiais e de dificil abordagem cirurgica
(Cemazar et al., 2008; Campana et al., 2016). Apesar dos avancos ja registados, as perspetivas futuras
apontam para um alargamento do campo de aplicacdo, ou seja, aplicacdo ndo sé a tumores superficiais
como a metastases mais internas, nomeadamente do trato gastrointestinal, por via endoscépica
(Campana et al., 2019; Cemazar & Sersa, 2019). A investigacdo atual centra-se no desenvolvimento de
protocolos mais otimizados, que permitam uma maior uniformizag¢do dos parametros elétricos e das
dosagens farmacoldgicas, com o objetivo de melhorar a eficacia terapéutica e reduzir os efeitos

adversos (Cemazar & Sersa, 2019).
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Adicionalmente, prevé-se o comeco de utilizacdo da EQT em combinagcdo com outras modalidades
terapéuticas mais atuais, como a imunoterapia (estimulagdo do sistema imunitario com o auxilio da
vacinacao) e a terapia genética, (transferéncia de IL-12 que promove efeito terapéutico em patologias
como o MOM) e ndo s6 com terapias convencionais, potenciando sinergias que ampliem o controlo

tumoral, inclusive em neoplasias de comportamento mais agressivo (Condello et al., 2022).

Por fim, a realizacdo de estudos e a consolida¢do de evidéncia cientifica permitiriam validar a EQT
como uma ferramenta terapéutica de referéncia, ndo apenas em cdes, mas também noutras espécies.
Para além da oncologia, a eletroporacdo demonstra ainda uma ampla aplicabilidade na industria
alimentar, sendo utilizada, por exemplo, na extracao de sumos e outros componentes dos tecidos, na
promocdo da desidratacdo de materiais vegetais e na preservacdo alimentar, através da inativacdo de
microrganismos sem recurso a temperaturas elevadas (Campana et al., 2019; Mahni¢-Kalamiza &

Miklavcic, 2021).

4. CONCLUSAO

A medicina veterindria tem apresentado um progresso significativo, de modo a dar resposta aos
desafios didrios desta profissdo. Este avango tem permitido o desenvolvimento de abordagens mais
inovadoras e mais promissoras na prestacdo de cuidados de saude personalizados aos animais de

companhia, de forma a prolongar a esperanca média de vida e a qualidade de vida dos mesmos.

Técnicas inovadoras, como € o caso da EQT, sdo um dos motivos pelo quais a esperanca média
dos animais de companhia ter vindo a aumentar nos ultimos anos. A EQT consegue dar resposta a
problemas que até ha uns anos ndo a tinham, minimizando os efeitos secundarios que seriam
provocados por técnicas consideradas como “convencionais”. A EQT tem vindo a afirmar-se como uma
alternativa esperangosa no tratamento de neoplasias, nomeadamente do MOM, uma das formas mais
agressivas de neoplasia oral em cdes. No MOM a EQT revela-se, particularmente relevante, ao oferecer

uma alternativa viavel em casos onde as opg¢des tradicionais sdo limitadas ou pouco eficazes.

Como acontece em variadas técnicas, esta apresenta numerosas vantagens, mas também algumas
limitagGes. Contudo, com o apoio dos processos tecnoldgicos e com a crescente disseminagdo de
conhecimento técnico entre profissionais da area, esta abordagem tende a consolidar-se como uma
alternativa terapéutica eficaz, segura e menos invasiva, contribuindo de forma significativa para o
alargamento das opc¢Ges de tratamento oncoldgico e para a melhoria da qualidade de vida e do

progndstico dos animais de companhia.
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