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Resumo

A eletroquimioterapia (EQT) é um tratamento que combina a administragédo sistémica ou
local de farmacos pouco permeaveis, como a bleomicina ou a cisplatina e a aplicagao de
pulsos elétricos locais. Os pulsos aplicados provocam a eletroporagédo (EP) da membrana das
células tumorais, o que a torna permeavel ao agente quimioterapico administrado,
maximizando a sua concentragao intracelular e a sua agéo citotoxica. Tem-se destacado na
medicina veterinaria pela sua facilidade de aplicagao, baixo custo e baixa toxicidade, o que faz
com que esteja a ser incluida como uma das primeiras op¢des de tratamento, por exemplo no
caso de tumores em locais anatémicos complicados com uma dificil excis&o cirdrgica. Tem sido
demonstrada a eficacia da EQT em varios estudos na medicina veterinaria, podendo ser
utilizada no tratamento de tumores Unicos ou multiplos, cutaneos, subcutaneos, primarios ou
recorrentes, de diferentes tipos histologicos de forma paliativa ou como tratamento adjuvante a
cirurgia. O objetivo deste artigo de revisdo é compilar o conhecimento atual sobre o uso de
EQT mais especificamente em gatos, apresentando conclusdes gerais sobre os estudos ja

realizados e identificando os prés e contras da EQT.

Palavras-chave:

Gato; Tumor; Eletroquimioterapia; Eletroporacgao



Abstract

Electrochemotherapy (ECT) is a treatment that combines the systemic or local
administration of drugs with low permeability, such as bleomycin or cisplatin and the application
of local electrical pulses. The pulses applied provoke the electroporation (EP) of the membrane
of the tumor cells, which makes it permeable to the chemotherapeutic agent administered
maximizing its intracellular concentration and its cytotoxic action. It has been highlighted in
veterinary medicine for its ease of application, low cost and low toxicity, which makes it to be
included as a first line of treatment, for example in tumors in anatomical sites complicated with
difficult surgical excision. The efficacy of electrochemotherapy in several studies in veterinary
medicine has been demonstrated and can be used in the treatment of single or multiple,
cutaneous, subcutaneous, primary or recurrent tumors of different histological types in palliative
form or as an adjuvant treatment to surgery. The objective of this review article is to compile
current knowledge about the use of electrochemotherapy more specifically in cats, presenting
general conclusions about the studies already performed and identifying the pros and cons of
the ECT.

Keywords:

Cat; Tumor; Electrochemotherapy; Eletroporation



Introdugao

A oncologia veterinaria

Os processos oncologicos afetam toda as espécies sem fronteiras. Na medicina
veterinaria a prevaléncia desta doengca tem aumentado ao longo dos anos, sendo uma das
principais causas de morbilidade e mortalidade em animais de companhia (Morris, 2001;
Withrow, 2013). O aumento da prevaléncia desta doenca leva a crescente preocupacdo em
encontrar tratamentos efetivos, ndo sé para o controlo tumoral local, mas também para o
controlo a distancia, ou seja, do processo metastatico. O aparecimento subito de neoplasias
com rapido crescimento e a manifestagdo dos sinais clinicos numa fase avangada da doenga,
fazem com que a erradicagdo, ou mesmo o controlo tumoral, seja um desafio constante para os
oncologistas veterinarios. No momento em que os tumores séo clinicamente detetaveis, muitas
vezes, ja contém um numero significativo de mutagdes, o que torna as células tumorais
resistentes a multiplos agentes quimioterapicos (Rodriguez, 2010; Dobson, 2010; Morris, 2001;
Spugnini, Azzarito, Fais, Fanciulli, & Baldi, 2016). Assim, os processos oncolégicos séo, cada
vez mais, tratados com terapias multimodais que envolvem a associagdo de cirurgia,
quimioterapia e por vezes radioterapia, na tentativa do seu controlo (Dobson, 2010; Morris,
2001; Spugnini et al., 2016).

A excisao cirurgica radical pode levar a excelentes resultados no controlo tumoral, no
entanto, é crucial obter margens cirurgicas limpas. Assim, a cirurgia quando usada como Unica
forma de tratamento apresenta algumas limitagées, nomeadamente em tumores com elevada
capacidade de metastizagdo e em locais anatdomicos de dificil excisdo como em lesées no
plano nasal, oculares ou orais (Tozon, Pavlin, Sersa, Dolinsek, & Cemazar, 2014; Withrow,
2013). Desta forma, animais com este tipo de neoplasias poderéo ficar sujeitos a cirurgias
desfigurantes ou mutilantes com uma recuperagdo dificil e por isso muitas vezes nao séo

aceites pelos tutores (Spugnini, Citro, & Baldi, 2009).

A radioterapia tem por base a utilizacdo de uma radiagao ionizante que origina danos no
ADN, com o objetivo de levar a morte celular. No entanto, isto nem sempre acontece, e as
lesdes provocadas no ADN impedem a replicagdo normal, mas ndo conduzem a morte celular
imediata. Estes danos provocados pela radiacdo manifestam-se a posteriori aquando da
divisdo celular (Dobson, 2010; Gordon, 2013). Os efeitos secundarios associados sdo varios,
tais como “tumores induzidos por radiag&o”, fibrose local, necrose e lesdes nervosas (Gordon,
2013; Spugnini, Fanciulli, Citro, & Baldi, 2012). E também uma técnica ainda ndo amplamente

disponivel na medicina veterinaria e associada a custos elevados (Tozon et al., 2014).

A quimioterapia sistémica € uma das abordagens terapéuticas mais utilizadas para o

controlo tumoral. E frequentemente usada como tratamento adjuvante da cirurgia e/ou

4



radioterapia, em tumores com elevada capacidade de metastizagao (Biller et al., 2016; Page,
2013; Spugnini et al., 2016). Baseia-se na administracdo pulsatil de farmacos citotoxicos,
usando doses maximas toleradas pelo animal. A dose maxima tolerada é a quantidade maxima
de farmaco que pode ser administrada, antes que a toxicidade exceda os beneficios do
farmaco (Page, 2013; Spugnini et al., 2016). Alguns quimioterapicos tém um indice terapéutico
tdo reduzido que estdo associados a efeitos sistémicos significativos, incluindo toxicidade
gastrointestinal, cardiaca e medular. Além disso, a quimioterapia sistémica muitas vezes néo é
eficaz, porque o quimioterapico administrado ndo alcanga concentragdes terapéuticas no local
alvo. A administragdo destes farmacos via intravenosa (V) envolve varios fatores limitantes,
em particular a toxicidade sistémica e a eficacia local limitada (Biller et al., 2016; Page, 2013;

Spugnini et al., 2016; Spugnini et al., 2011).

Todas as limitagdes e efeitos secundarios destes tratamentos estdo associados a uma
diminuicdo da qualidade de vida do animal, o que leva a que cada vez mais se recorra a
tratamentos inovadores e combinagdes terapéuticas sinérgicas que visam manter baixos niveis
sistémicos e niveis terapéuticos nos locais alvo, minimizando a toxicidade e maximizando a
eficacia (Page, 2013; Spugnini et al., 2009).

No sentido de colmatar as limitagbes dos tratamentos anteriormente referidos, controlar
neoplasias recorrentes, inoperaveis e/ou refratarias a maioria dos tratamentos convencionais,
sdo efetuados continuamente multiplos estudos e investigagbes dos quais resultam novas
abordagens terapéuticas. Assim surge a eletroquimioterapia (EQT) uma técnica que combina a
eletroporagéo (EP) e a quimioterapia (Escoffre & Rols, 2012; Impellizeri, Aurisicchio, Forde, &
Soden, 2016; Plaschke et al., 2016), com potencial para alcangar altas taxas de remissdo sem

os efeitos secundarios associados aos procedimentos referidos (Spugnini et al., 2016).

O objetivo do presente trabalho é fazer uma compilagdo sobre o conhecimento atual da
EQT como abordagem terapéutica na medicina veterinaria, referindo as indicagdes e limitagdes
inerentes a técnica. Pretende-se ainda apresentar as particularidades e principais conclusdes
sobre os estudos ja realizados nomeadamente em gatos, bem como perspetivas futuras da sua

aplicagao terapéutica em gatos com neoplasias.



A eletroquimioterapia

O que é a eletroquimioterapia - principios em que se baseia e como atua

A EQT é uma técnica que associa um método fisico, através da aplicagdo de pulsos
elétricos, e um método quimico através da administracdo de um agente quimioterapico
(Impellizeri et al., 2016; Plaschke et al., 2016).

Na década de 70 descobriu-se que a exposi¢cdo das células a pulsos elétricos curtos e
intensos induz a uma alteragdo na membrana celular. A bicamada lipidica da membrana sofre
uma reorganizagdo, ocorrendo um aumento seletivo na permeabilidade da membrana das
células tumorais, através da formagao de poros temporarios. Este fendmeno foi denominado de
eletropermeabilizagéo/eletroporagdo (Cemazar et al., 2008; Giardino et al., 2006; Impellizeri et
al., 2016). Quando uma célula é exposta a um campo elétrico gera-se uma tensao
transmembranar, devido as diferengas entre as propriedades elétricas da membrana celular, do
citoplasma e do meio externo. A membrana plasmatica, quando é atingida por uma diferenca
de potencial limite, torna-se permeavel ocorrendo a formacado de poros temporarios. Através
deste defeito de permeabilizagao transitério, como também é designado, ocorre a transferéncia
por difusdo simples de pequenas moléculas polares, impulsionadas pela diferenga de
concentragao dentro e fora da célula (Cemazar et al., 2008; Spugnini, Fais, Azzarito, & Baldi,
2016). Este mecanismo que ocorre na superficie da membrana celular das células submetidas
ao campo elétrico, leva a um aumento rapido e significativo do farmaco no seu interior e,
consequentemente, ao aumento da sua citotoxicidade (Cemazar et al., 2008; Plaschke et al.,
2016). A figura 1 ilustra o0 mecanismo de permeabilizagdo da membrana celular antes e apos a

aplicagao do pulso elétrico (Miklavéic et al., 2012).
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Figura 1 - Conceito basico da eletroquimioterapia. (a) - Administragdo do farmaco quimioterapico; (b) -
Formagdo de poros na membrana celular apés a aplicagdo do pulso elétrico; (c) - Passagem do farmaco

pela membrana celular e entrada no citoplasma; (d) - Morte celular. Adaptado de Miklav¢ic¢ et al., 2012.



O rearranjo da bicamada lipidica, provocado pelos pulsos elétricos que destabilizam a
membrana celular, leva a formagao de poros ocorrendo a reorientagao das caudas hidrofébicas
e posicionamento das cabecgas hidrofilicas, de modo a ficarem de frente para os poros
recentemente formados (figura 2). Este rearranjo ocorre apenas nas células neoplasicas,
porque a membrana destas € menos estavel do que a das células normais (Giardino et al.,
2006; Spugnini et al., 2016).

Cabecas
4 hidrofilicas
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[» Formagao do poro

Figura 2 - Rearranjo da bicamada lipidica da membrana celular apés aplicagdo dos pulsos elétricos. (a) -
Estrutura normal da membrana celular; (b) - Rearranjo da membrana celular com a formagao de poros

apos a exposicao ao campo elétrico. Adaptado de Giardino et al., 2006.

A tensdo transmembranar induzida ndo é uniforme em toda a superficie da célula e é
maxima na superficie celular proxima dos elétrodos. A area da membrana onde a tenséo limiar
transmembranar é alcancada é o local onde ocorre a formagao do poro. O campo elétrico local
é o parametro critico para que ocorra a permeabilizagao, pois define a area da membrana que
é permeabilizada e através da qual ocorre o transporte (Cemazar et al., 2008; Escoffre & Rols,
2012; Sersa et al., 2015).

Os estudos que propdem a formagao de poros defendem que os mesmos sao instaveis e
sdo criados de uma forma rapida, em 10 a 6 segundos, e desaparecem também em alguns
segundos a minutos apds a exposi¢ao ao campo elétrico (Cadossi, Ronchetti, & Cadossi, 2014;
Spugnini et al., 2016). A EP pode ser reversivel se o tamanho dos poros for suficientemente
pequeno para que a célula induza a reparagdo e rearranjo da sua membrana celular. No
entanto, a eletroporagdo pode ser irreversivel, ndo ocorrendo o encerramento dos poros e
levando a morte celular. O tamanho do poro depende da amplitude do campo elétrico aplicado,
mas também do tamanho e densidade das células (Giardino et al., 2006; Impellizeri et al.,
2016; Spugnini et al., 2016).



Outro mecanismo proposto em alguns estudos, sobre o efeito da aplicagdo dos pulsos
elétricos, envolve o rearranjo e agrupamento das proteinas transmembranares com a formagéao
de pseudo-tuneis (figura 3). Isto pode ocorrer em simultdneo com o fenédmeno da formacéo de

poros (Spugnini et al., 2016; Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, De Luca, et al., 2008).

&

& I

Figura 3 - Passagem do farmaco quimioterapico através dos pseudo-tuneis formados pela agregacéo das

proteinas transmembranares. Adaptado de Spugnini et al., 2016.

Os resultados publicados por varios estudos séo consistentes e reconhecem a eficacia da
EQT no controlo tumoral. No entanto, houve a necessidade de reunir e unificar os protocolos
de tratamento no que diz respeito ao numero de pulsos elétricos, caracteristicas, modo de
aplicagéo, escolha de farmacos, dosagem e via de administragdo. Nesse sentido foi langado
um projeto: European Standard Operating Procedures (ESOPE), financiado pela Comissao
Europeia na area da medicina humana, que permitiu definir procedimentos operacionais padrao
fundamentais para a disseminagéo da tecnologia e integragdo da EQT na pratica clinica diaria
(Giardino et al., 2006; Mir et al., 2006). Em 2006 foram estabelecidas as bases e o protocolo de
uso da EQT na pratica clinica, estando desde ai disponiveis os SOP — Standard Operating
Procedures para a EQT (Cadossi et al., 2014). Em contraste com outras areas da medicina, a
aplicagéo clinica da EP tem-se desenvolvido paralelamente em humanos e em animais de
estimagdo (Spugnini et al., 2016). A semelhanca do estabelecido em medicina humana,
também em medicina veterinaria se encontram descritos os procedimentos SOP para o

tratamento com EQT em caes e gatos (Tozon et al., 2016).

A EQT esta indicada principalmente para tratamento de tumores cutédneos e subcutaneos
de qualquer tipo histologico (Maglietti, Tellado, Olaiz, Michinski, & Marshall, 2017; Spugnini,
Baldi, et al., 2007). No entanto, tém sido feitos esforgos para que seja viavel a sua aplicagéao
em outros tipos de tumores com localizagédo interna, nomeadamente em tumores de figado
(Edhemovic et al., 2014), intestino (Soden et al., 2006) e osso (Fini et al., 2013) em humanos,

mas também em animais.



Os agentes quimioterapicos potenciados pela eletroquimioterapia

Os farmacos utilizados na EQT s&o de natureza lipofébica e hidrofilica, ndo permeaveis ou
com baixa permeabilidade e com alta citotoxicidade (Mir et al., 2006; Spugnini et al., 2016). A
sua via de administragdo pode ser feita de forma sistémica ou intratumoral (IT) (Sersa et al.,
2015) podendo ser aplicada em animais com apenas um nédulo isolado ou em animais com
multiplos nédulos (Mir, 2006).

A EQT foi introduzida pela primeira vez na medicina humana por Mir em 1991,
demonstrando uma boa eficacia antitumoral em metastases cutaneas de pacientes com
carcinoma localizado na cabega ou no pescogo, usando a bleomicina (Mir et al., 1997). Apos
esse estudo inicial, varios estudos clinicos, utilizando n&o sé a bleomicina como também a
cisplatina, foram realizados (Mir et al., 2006). A EQT foi utilizada pela primeira vez na medicina
veterinaria em 1997, num grupo de 12 gatos com recidivas de sarcomas em diferentes
localizagbes anatdmicas, apds tratamento com radioterapia e recessédo cirurgica, tendo sido

usada a bleomicina (Mir et al., 1997).

A bleomicina

A bleomicina foi o primeiro e mais estudado agente de EP e continua até hoje a ser um
agente de primeira escolha para o tratamento com EQT (Spugnini et al., 2016). E um farmaco
da classe dos antibidticos antineoplasicos, e cujos efeitos secundarios mais frequentes séo
toxicidade cutanea e pulmonar (Dobson, 2008; Plumb, 2011). Apds a sua administracdo a
bleomicina consegue penetrar a membrana celular através dos recetores de proteinas
transmembranares, devido a sua natureza lipofébica e hidréfilica. O complexo formado pela
bleomicina e pelo seu transportador proteico é conduzido através do citosol por meio de
vesiculas endociticas. O mecanismo que envolve a sua libertagdo no interior celular ainda é
desconhecido. A deplecdo dos recetores proteicos pelas células tumorais € o primeiro
mecanismo de tentativa de evasao pelo tumor. O principal mecanismo da bleomicina para que
ocorra a remissao do tumor, consiste na indugéo da clivagem de ADN, levando a morte celular
(Spugnini et al., 2016; Spugnini et al., 2012).

Em condigbes normais, sem a aplicagao dos pulsos elétricos, a entrada da bleomicina
para o interior celular é lenta e quantitativamente limitada, porque depende diretamente das
proteinas da membrana plasmatica. Uma vez administrada via IT ou IV e associada a EP, a
bleomicina exibe uma citotoxicidade potencializada até 700 vezes (Spugnini et al., 2016;
Spugnini et al., 2009; Spugnini et al., 2012).

Um estudo que compara a agdo da bleomicina de uma forma isolada ou combinada com a

EP evidenciou dois mecanismos diferentes de morte celular. Estes mecanismos séo
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dependentes do numero de moléculas de bleomicina que entram para o interior da célula,
Assim, na auséncia de EP, entram alguns milhares de moléculas na célula, e esta por
interferéncia da bleomicina fica bloqueada na fase G2-M do ciclo celular e aumenta de
tamanho, tornando-se polinucleada antes de morrer, imitando assim o comportamento de
células irradiadas. Por outro lado, a administragdo do quimioterapico em combinagdao com a

eletroporagao leva a que o numero de moléculas que entra na célula se torne muito superior, o

que faz com que ocorra morte celular por apoptose (Mir, 1993).

A tabela 1 apresenta as doses recomendadas para o uso da bleomicina em cées e gatos
segundo os procedimentos operativos padrdo publicados por Tozon em 2016 (Tozon et al.,
2016).

Tabela 1 - Doses de bleomicina que devem ser administradas segundo o tamanho do tumor e

a via de aplicacado. Adaptado de Tozon et al., 2016.

BLEOMICINA
Tamanho do tumor Administracéo IV Administracéo IT
<1cm?® 300 Ul/kg 0.5ml (1.500 Ul)/cm®
>1cm?® 300 Ul/kg 0.5 - 1ml (1.500 - 3.000 Ul)/cm®

A cisplatina

A cisplatina € um farmaco que pertence ao grupo dos agentes alquilantes, e é atualmente
o segundo farmaco mais utilizado na EQT em medicina veterinaria (Spugnini et al., 2016). E
ativada pela substituicdo de um de seus cloretos por uma molécula de agua, que permite que o
farmaco forme ligagdes com as bases do ADN. O seu mecanismo de agéo envolve a ligagdo
cruzada do ADN o que induz a morte celular. A sua eliminagéo é feita predominantemente pela
urina e pode provocar nefrotoxicidade (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014; Impellizeri et al.,
2016; Dobson, 2008; Page, 2013). Apds a exposicdo aos pulsos elétricos a entrada da
cisplatina para o interior das células tumorais & amplificada em cerca de 4 a 8 vezes,
aumentando assim o numero de ligagbes cruzadas e a sua citotoxicidade (Impellizeri et al.,
2016; Spugnini et al., 2016; Spugnini et al., 2012).

Os dados clinicos obtidos até a data provaram a eficacia antitumoral da bleomicina e da
cisplatina quando administrados via IT, no entanto, a administragédo IV é recomendada apenas
no caso da bleomicina, sendo que a cisplatina ndo deve ser administrada via sistémica
(Cemazar et al., 2008; LMir, 2006; Tozon et al., 2016).
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A tabela 2 apresenta as doses recomendadas para o uso da cisplatina em cées segundo

os procedimentos operativos padrao publicados por Tozon em 2016 (Tozon et al., 2016).

Tabela 2 - Doses de cisplatina que devem ser administradas segundo o tamanho do tumor e a

via de aplicagdo. Adaptado de Tozon et al., 2016.

CISPLATINA
Tamanho do tumor Administracéo IV Administracéo IT
<1cm?® Nao recomendada 1ml (1mg)/cm3
>1cm?® Nao recomendada 0.5-1ml (0.5 - 1mg)/cm3

A doxorrubicina e a mitoxantrona

A doxorrubicina e a mitoxantrona sdo dois farmacos pertencentes a classe das
antraciclinas envolvidos recentemente em varios estudos pré-clinicos utilizando a EQT, nos
quais demonstraram ser potencializados por esta metodologia de tratamento (Spugnini et al.,
2016). Em particular, a mitoxantrona tem sido investigada e utilizada em varios estudos
associada a EQT (Spugnini et al., 2012), como p. ex. no tratamento de um cdo com carcinoma
da glandula apécrina metastatico. O tratamento teve bons resultados, tendo o animal atingido a
RC na 4° sessdo de tratamento, sem efeitos secundarios sistémicos ou locais associados (
Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, De Luca, et al., 2008). Ainda assim, s&o necessarios estudos
futuros que comprovem a eficacia destes dois farmacos em aplicagdes clinicas (Spugnini et al.,
2016).

O pulso elétrico, os elétrodos e o processo de eletroporagao

A aplicacdo de pulsos elétricos deve ser feita em funcdo do volume total do tumor para

garantir que todas as células sdo efetivamente eletroporadas, e que a dose do farmaco

administrada ¢ a indicada. Para o efeito é usada a férmula V = a b2 /6, em que (a) € a medida
do maior didmetro do tumor e (b) é a medida do didmetro perpendicular a (a). Esta formula
permite calcular a dose a ser injetada num ou mais nédulos de acordo com o volume de cada
um. Se for tratado mais de um nddulo, é necessario considerar a dose total do farmaco a ser
administrada para que esta n&o ultrapasse a dose maxima para o peso do animal (Mir et al.,
2006; Tozon et al., 2016).
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O processo de EP nao tem nenhum efeito sobre o farmaco, apenas facilita a sua entrada
na célula. O campo elétrico também atua seletiva e exclusivamente nas células, n&o alterando
o tecido conjuntivo envolvente (Giardino et al., 2006). Assim, se ndo houver uma resposta
adequada ou ocorrer o desenvolvimento de novas lesdes, a EQT pode ser repetida sem
inconvenientes (Cadossi et al., 2014).

Ocorrem varias fases distintas aquando do processo de EP: a indugdo, a expansao, a
estabilizacdo, a resselagem e o efeito de memodria. Estas 5 fases acontecem em
microssegundos, milissegundos, milissegundos, segundos e horas, respetivamente (Spugnini,
2001; Spugnini et al., 2016).

Para que ocorra a EP da membrana celular sdo necessarios geradores de pulso
adequados. Os geradores de onda quadrada séo o tipo de geradores mais usados, porque
proporcionam uma boa reprodutibilidade dos pulsos e um bom controlo da EP por serem mais
estaveis, o que diminui a possibilidade de induzirem dano celular (Miklav&i¢, Mali, Kos, Heller,
& Sersa, 2014; Spugnini, 2001; Spugnini et al., 2016). E aplicado geralmente um conjunto de
oito pulsos curtos com 100us, bifasicos de 50 + 50us cada, com intervalos interpulso de 1us, e
1300V/cm (800V/cm no caso de EQT intraoperatéria), com a frequéncia de 1 Hz (Spugnini et
al., 2015; Spugnini, 2001; Spugnini, Baldi, et al., 2006; Spugnini, Citro, et al., 2008).

A eletroporacdo da membrana celular depende de varios fatores para que ocorra de forma
viavel e segura. Estes fatores sao fisicos: como o tamanho e forma da célula; bioldgicos: como
a estrutura do citoesqueleto e composigdo da membrana celular; elétricos: como a amplitude,

duragdo, numero e frequéncia de repeticdo dos pulsos (Miklav¢ic et al., 2012).

A EP pode ser realizada in vitro e in vivo independentemente do tipo de célula ou tecido
(Miklavgi¢ et al., 2012; Sersa et al., 2015), sendo que a EQT é eficaz em todos os tipos de
tumores, mas o seu nivel de eficacia varia de acordo com o tipo de tumor. Embora os
mecanismos subjacentes a esta variagcdo ndo estejam totalmente determinados, varios
mecanismos tém sido propostos, nomeadamente: existéncia de variabilidade intrinseca na
sensibilidade das células tumorais aos farmacos, diferente permeabilidade da membrana
dependente do tipo de tumor, a distribuicao e disponibilidade do farmaco em diferentes tumores
varia de acordo com vascularizagdo dos tumores, e a influéncia da imunidade do hospedeiro
(Miklavgic et al., 2014).

Os pulsos elétricos podem ser aplicados por diferentes tipos de elétrodos com
configuracdes distintas (tabela 3). Foram desenvolvidos trés tipos de elétrodos no ambito do
ESOPE (Mir, 2006), de forma a abranger os diferentes nédulos tumorais, cutaneos e
subcutaneos que possam ser tratados por EQT (Marty et al., 2006; Mir et al., 2006).
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Tabela 3 - Tipos de elétrodos, configuracéo e indicagbes de uso.

Elétrodo | Tipo Configuragio Indicagées Imagem
8 mm =
Formados por duas placas que Nodulos tumorais — Ly
Placa Tipo | podem ter diferentes espacgos pequenos e superficiais
entre elas (Impellizeri et al., (Impellizeri et al., 2016;
2016; Mir et al., 2006) Mir et al., 2006)
Adaptado de
(Miklav¢ic et al.,
2014)
Com dois conjuntos paralelos de Nodulos tumorais de 3 mm "/
. , . pequeno tamanho,
Tipo Il agulhas - configuragéao linear A
(Mir et al., 2006) densos e profundos
v (Mir et al., 2006)
Adaptado de
(Miklav¢ic et al.,
2014)
Agulha
Noédulos tumorais 0& )
Tioo Il Configuragdo hexagonal densos, profundos e > ' m/‘
P (Mir et al., 2006) 1cm de didmetro
(Mir et al., 2006) Adaptado de
(Miklav¢ic et al.,
2014)

Os elétrodos de placa sao colocados nos limites do tumor, para que este fique contido
entre as placas, o que faz com que sejam pouco invasivos. Os elétrodos em agulha séo
introduzidos diretamente no préprio tumor, diminuindo a impedancia causada pela pele. Todas
as agulhas devem ser inseridas no tumor para que seja obtida uma distribuicdo adequada e
uniforme do campo elétrico (Impellizeri et al., 2016; Miklavéi¢ et al., 2014; Tozon et al., 2016).
Se o tamanho do tumor for maior do que a distancia entre as varias partes dos elétrodos, a
aplicacéo destes deve comecar a partir das margens e progredir em diregao ao centro do tumor
(Tozon et al., 2016).

Tamanho dos nodulos

Um estudo em medicina humana sobre o tamanho dos tumores tratados com EQT

mostrou que a eficacia da EQT em tumores de diferentes tipos histoldgicos foi
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significativamente menor em tumores com didmetro maior ou igual a 3cm (Mali et al., 2013). A
andlise de resultados sobre o tamanho e resposta dos tumores mostrou uma diminuigdo
estatisticamente significativa no efeito da EQT com o aumento do didmetro do tumor. Isto
ocorreu tanto em estudos em medicina humana (Mali et al., 2013) como em medicina

veterinaria, nomeadamente num estudo em gatos (Spugnini, Baldi, et al., 2006).

Efeitos vasculares e imunolégicos da eletroquimioterapia

A EQT atua a nivel vascular de duas formas distintas, através de lesdes nas células
endoteliais e por vasoconstricdo. A exposi¢cdo do(s) nédulo(s) tumoral(ais) a um campo elétrico
facilita a captagao do farmaco pelas células do estroma do tumor, no entanto, a EQT também
tem efeito sobre as células endoteliais dos vasos tumorais. Isto leva a morte celular endotelial
(apoptose) e, consequentemente, a revogagdo do fluxo sanguineo tumoral. Este efeito é
designado de efeito de disrupgdo vascular da EQT, mas ndo é observado em vasos
sanguineos maiores, como artérias e veias hepaticas de maior tamanho, permitindo o
tratamento de tumores na proximidade dos mesmos (Cadossi et al., 2014; Impellizeri et al.,
2016).

O segundo efeito é o efeito vasoconstritor, denominado de bloqueio vascular, que faz com
que ocorra um aprisionamento prolongado do farmaco no local alvo, proporcionando uma agao
mais prolongada e efetiva do mesmo (Cadossi et al., 2014; Impellizeri et al., 2016; Markelc,
Sersa, & Cemazar, 2013). A teoria mais aceite que explica essas alteragdes vasculares é a
vasoconstrigdo reflexa das arteriolas aferentes, mediada pelo sistema nervoso simpatico. Este
estado de vasoconstricdo pode ser transitério em tecido normal, mas dura de 12 horas até 5
dias em tecido tumoral (Impellizeri et al., 2016). Este efeito vasoconstritor também é vantajoso
no caso de tumores especialmente hemorragicos por diminuir a hemorragia dos mesmos
(Cemazar et al., 2008).

Para além da resposta vascular, existe também uma resposta imune do organismo apoés a
EQT. Devido a heterogeneidade das células tumorais em relagdo a sua orientagdo e tamanho,
e distribuicdo distinta dos farmacos, nem todas as células tumorais podem ser efetivamente
erradicadas pela EQT. Isso deve-se ao fato de que nem todas as células sdo eletroporadas
e/ou nem o quimioterapico abrange igualmente todas as células do tumor (Miklavéi¢ et al.,
2014). Apos a EQT, as células morrem devido a danos irreparaveis no ADN causados pelo
agente quimioterapico, no entanto, como a EQT n&o induz a degradacédo de proteinas de
membrana, os antigenos especificos do tumor, se presentes, podem ser reconhecidos por
células inflamatérias que migram para o tumor, o que provoca esta atividade imunolégica da
EQT (Cadossi et al., 2014). Desta forma, a competéncia imunolégica do organismo é
imprescindivel para a completa erradicagdo dos tumores ap6s a EQT (Miklavci¢ et al., 2014).
Sabe-se que em organismos imunodeprimidos a percentagem de remissdes tumorais apos
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tratamento com a EQT é significativamente menor do que em organismos imunocompetentes
(Impellizeri et al., 2016; Miklavéic et al., 2014).

As vantagens e desvantagens da eletroquimioterapia

Como qualquer outro método de tratamento a EQT tem varias vantagens e desvantagens
associadas. As vantagens da EQT estdo relacionadas sobretudo com a sua pratica aplicagéo,
bons resultados com taxas de resposta elevadas em diferentes tipos histolégicos de tumores

em localizacdes distintas e efeitos secundarios reduzidos.
Vantagens da Eletroquimioterapia:

e Taxa de resposta elevada no controlo tumoral local - em 59,4% ¢é alcangada uma
resposta completa (RC) independentemente da origem histolégica e em 24,7% é obtida
uma resposta parcial (RP), em noédulos submetidos apenas a uma sessido de
tratamento (Miklavcic et al., 2012);

* Quando nao é alcangada uma RC numa unica sessao, o tratamento pode ser repetido
(Miklavcic et al., 2012; Tozon et al., 2016);

* Na&o afeta as células saudaveis proximas do tumor, mas apenas as células tumorais
(Giardino et al., 2006; Impellizeri et al., 2016; Miklavcic¢ et al., 2012);

* O tratamento chega as margens do tumor onde poderdo existir células tumorais
infiltrativas (Miklavci€ et al., 2012);

* Associada a um efeito imunolégico (Miklaveic et al., 2012);

* Eficaz em areas previamente tratadas, quer por cirurgia ou por radioterapia (Marty et
al., 2006; Miklavgic et al., 2012);

* Perfil de toxicidade favoravel, sem efeitos secundarios significativos (Miklav¢i¢ et al.,
2012; Tozon et al., 2016);

* Relacdo custo-beneficio vantajosa, tanto relativamente a tecnologia envolvida como
em relagdo aos farmacos quimioterapicos (Impellizeri et al., 2016; Miklav&i¢ et al.,
2012);

* Pode eventualmente ser realizada em regime ambulatério (MiklavCic et al., 2012;
Tozon et al., 2016);

e Tratamento com curta duragéo (Miklavéi¢ et al., 2012; Tozon et al., 2016);

* Pode ser usada no tratamento de ndédulos hemorragicos (Cemazar et al., 2008;
Giardino et al., 2006);

* Permite tratar nédulos tumorais em localizagdes anatdomicas onde a exciséo cirurgica
ndo é possivel e na proximidade de estruturas como vasos e nervos (Cadossi et al.,
2014; Miklav¢ic et al., 2012);
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* Pode ser utilizada em pacientes geriatricos com seguranga e sem os inconvenientes de

outras técnicas (Murphy et al., 2008).

A EQT como uma técnica utilizada sobretudo para o controlo tumoral local a nivel cutaneo
e subcutaneo, tem algumas limitagées adjacentes. Estas estdo associadas sobretudo com o
controlo tumoral a distdncia e com a falta de estudos mais especificos e aplicados a pratica

clinica que respondam a algumas questdes ainda pouco esclarecidas.

Desvantagens da Eletroquimioterapia:

* E um tratamento com uma taxa de resposta até 80% no controlo local do tumor, mas
sem efeito percetivel em metastase a distancia (Tozon et al., 2016);

e Obrigatoriedade de uso de elétrodos com configuragdes distintas dependendo da
localizagédo e forma do tumor, o que pode limitar o uso da técnica em alguns tumores
por falta de elétrodos compativeis (Impellizeri, 2015; Tozon et al., 2016);

* Na medicina veterinaria ao contrario da medicina humana, a EQT requer sedacgao e/ou
anestesia geral o que torna a técnica mais demorada e pode invalidar a sua aplicagao
em regime ambulatério (Impellizeri et al., 2016);

* Nem todos os agentes quimioterapicos sao eficazes quando associados a EQT, sendo
que apenas 0s agentes lipofébicos mostraram ser compativeis com a EQT (Spugnini et
al., 2016).

Estao descritos alguns efeitos secundarios resultantes do tratamento com EQT, que séo
considerados também desvantagens da técnica. Estes efeitos secundarios podem ser
imediatos ou tardios. Entre os efeitos imediatos menos graves encontra-se descrita uma
inflamacéo local (Spugnini et al., 2011), sensa¢éo de desconforto ou dor associada a contragao
dos musculos na proximidade dos elétrodos, que desaparece imediatamente apds a descarga
de cada pulso elétrico (Miklavéi¢ et al., 2014) e queimaduras induzidas pelos elétrodos
(Spugnini et al., 2011; Spugnini, Baldi, et al., 2006). Além disso, também podem ocorrer efeitos
tardios, como eritema, edema, alopecia, descoloracdo local da area tratada (semelhante ao
vitiligo), necrose local (MiklavCi¢ et al., 2014) e deiscéncia de sutura quando a EQT é feita
como tratamento adjuvante a cirurgia (Spugnini et al., 2011; Spugnini, Baldi, et al., 2006).
Todos esses efeitos sdo locais, transitdrios, minimos e bem tolerados pelos doentes (Miklav¢ic
et al., 2014). Os efeitos secundarios mais graves descritos sdo a ocorréncia de nefrotoxicidade,
tromboembolismo pulmonar, causado pela libertagdo de fatores pro-trombéticos, e a sindrome
de lise tumoral causada pela destruicdo rapida e significativa do tumor apés EQT. Também
pode ocorrer edema pulmonar, sendo mais frequente em gatos tratados com cisplatina
(Spugnini et al., 2016).
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No sentido de atingir uma boa eficacia antitumoral associada a efeitos secundarios
minimos €& importante a administragdo de doses terapéuticas baixas dos quimioterapicos
(Tozon et al., 2016).

Metastases nao cutaneas/subcutaneas

O uso de EQT como forma de tratamento de metastases de tumores de osso (Fini et al.,
2013) e figado (Cannon, Ellis, Hayes, Narayanan, & Martin, 2013; Edhemovic et al., 2014)
assim como de outros 6rgaos internos, tem sido muito investigada ao longo dos ultimos anos
(Campana et al., 2016; Miklav¢i¢ et al., 2012). Nestes casos, os procedimentos para realizagdo
de EQT sdo mais complexos pois € necessario um correto posicionamento espacial dos
elétrodos, geralmente com longas agulhas individuais. Muitas vezes também é necessario um
suporte de imagens radiogréaficas, ecograficas ou de tomografia computadorizada. O
posicionamento incorreto dos elétrodos pode levar a que ocorra uma EP insuficiente do tecido
alvo, levando a que haja areas com células ndo eletroporadas, o que aumenta o risco de
respostas parciais. Assim, sdo necessarios softwares que indiquem o posicionamento dos
elétrodos e a EP requerida para os diferentes casos, pois uma monitorizacao real da EP e da
distribuicdo de campo elétrico permitira um melhor controlo do posicionamento dos elétrodos e
um tratamento mais bem-sucedido em 6rgaos internos (Cadossi et al., 2014; D. Miklav¢i¢ et al.,
2012).

Outra dificuldade é a monitorizagdo do efeito provocado pela EQT em ndédulos internos.
Enquanto em nédulos cutidneos ou subcutaneos a inspegao visual é suficiente para perceber a
resposta ao tratamento, em nddulos internos torna-se obrigatério o uso da imagiologia, como a
ecografia, a ressondncia magnética e a tomografia computadorizada para permitir uma

avaliagao da resposta tumoral (Cadossi et al., 2014; Miklavcic¢ et al., 2012).

O tratamento de metastases localizadas no abdémen e, mais especificamente, no figado
requer ainda a sincronizagao da aplicagdo do pulso elétrico ao periodo refratario absoluto do
coragao, para evitar interferéncia com a atividade elétrica do mesmo (Mali et al., 2008;
Miklavgic¢ et al., 2012).

Os resultados de dois ensaios clinicos em metastases 6sseas em ratos (Fini et al., 2013) e
metastases hepaticas em humanos (Edhemovic et al., 2014) concluiram que o tratamento das
mesmas localizadas em 6rgaos internos é viavel e seguro. A EQT levou a remissdo de nddulos
tumorais com diminuicdo da dor e melhoria na qualidade de vida (Edhemovic et al., 2014; Fini
et al., 2013). Para o efeito foram desenvolvidos instrumentos especificos para guiar a inser¢éo
e o posicionamento das agulhas e garantir a cobertura completa e homogénea do volume do
tumor pelo campo elétrico aplicado (Cadossi et al., 2014; Campana et al., 2016; Edhemovic et
al., 2014; Fini et al., 2013).
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Selec¢ao de pacientes a serem tratados com eletroquimioterapia

A EQT nao é apenas utilizada em animais de companhia, sendo que, existem multiplos
estudos em caes (Natasa, Veronika, Polona, Sersa, & Maja, 2010; Spugnini et al., 2013;
Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, Citro, D’Avino, et al., 2008), em gatos (Murphy et al., 2008), mas
também em outros animais como equideos (Souza, Villarino, Farnsworth, & Black, 2017;
Tamzali et al., 2012; Th, 2014), animais exéticos (Racnik et al., 2018) e queldnios (Brunner,
Dutra, Silva, Silveira, & Monteiro Martins, 2014).

Antes de selecionar um paciente para ser tratado com EQT, o médico veterinario deve ter
em conta alguns critérios que lhe permitirdo determinar se o paciente beneficiara ou nao deste
tratamento ou de outros de forma adjuvante. No sentido de determinar a aplicabilidade desta
opcao terapéutica é importante saber a histéria do animal, doengas concomitantes, risco
anestésico, fazer o estadiamento do tumor, determinar a area corporal que ocupa, tamanho e
volume do mesmo (para cada nédulo caso seja mais do que um). Usualmente é aconselhado
fazer alguns exames complementares como eletrocardiograma, analises hematoldgicas e
bioquimicas (Mir et al., 2006; Tozon et al., 2016).

O tratamento ndo estd indicado em animais que ja tenham tido reagéo alérgica a
bleomicina ou a cisplatina. A bleomicina também esta contraindicada em pacientes em que a
dose cumulativa maxima de 400.000 Ul de bleomicina/m? tenha sido previamente excedida em

tratamentos anteriores, por risco de fibrose pulmonar (Mir et al., 2006; Tozon et al., 2016).

Procedimentos gerais que envolvem o tratamento com eletroquimioterapia

A técnica de EQT consiste na administragdo do farmaco quimioterapico, na colocagao dos
elétrodos em pontos especificos no tumor e na administragdo de pulsos elétricos curtos
(Plaschke et al., 2016). Assim, e de forma a minimizar o desconforto subjacente a aplicagcéo de
pulsos elétricos e a possivel movimentagdo do animal, que pode interferir com o procedimento,
esta indicado o uso de sedacgéo profunda e/ou anestesia geral (Cadossi et al., 2014; Mir et al.,
2006; Tozon et al., 2016). Podem ser usados varios farmacos para este efeito, sendo alguns

dos recomendados:

e Sedagdo profunda - medetomidina (0.08mg/kg) ou medetomidina (0.025mg/kg) e
butorfanol (0.1 mg/kg) (Tozon et al., 2016);

* Anestesia geral - pré-medicacdo com acepromazina (0.02 mg/kg) e metadona (2
mg/kg) e posterior administracdo de propofol (1mg/kg) ou tiopental (5mg/kg);
Manutencdo da anestesia com isoflurano; Esta indicado durante o procedimento a

administragéo de fluidoterapia e analgesia (Tozon et al., 2016). A anestesia geral deve
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ser administrada no tratamento de varios ndédulos ou em lesdes de maior tamanho
(Cadossi et al., 2014; Mir et al., 2006; Spugnini et al., 2015);

Antes da administracdo do agente quimioterapico é recomendada a administragdo de
hialuronidase via IT. Esta funciona como um antidoto para o extravasamento do agente
quimioterapico, quando este € administrado localmente, e facilita a sua entrada e distribuicdo
uniforme no tecido (Spugnini, 2001; Spugnini, Baldi, et al., 2006). Em relacdo a administragao
do agente quimioterapico, que acontece antes da aplicagdo dos pulsos elétricos, esta pode ser
feita via IV ou via IT (Cemazar et al., 2008; Spugnini et al., 2016; Tozon et al., 2016). Na
administragdo via IT, o farmaco deve ser administrado lentamente e apdés a administracédo
deste, os pulsos elétricos podem ser aplicados imediatamente (Tozon et al., 2016). Em caso de
escolha pela administragdo IV, o agente deve ser administrado em bolus com a duracéo
estimada de 30 seg e deve aguardar-se 8 a 10 min até a aplicagdo dos pulsos elétricos. Assim,
28 a 30 minutos apds a administragdo do agente quimioterapico o procedimento deve estar
concluido (Cadossi et al., 2014; Mir et al., 2006; Tozon et al., 2016).

Muitas vezes a decisdo entre a administracao IT ou IV do farmaco baseia-se na toxicidade
sistémica do mesmo e no grau de infiltragdo do tumor nas camadas mais profundas do tecido
(Spugnini, 2001). A administragéo sistémica pode ser vantajosa ao alcangar ganglios linfaticos

e outros tecidos/6rgéos onde tenha ocorrido metastizagéo (Spugnini et al., 2016).

Antes da administragdo dos pulsos elétricos deve ainda ser feita a tricotomia da area e
aplicacdo de um gel a base de agua que tem o efeito eletrocondutor (Spugnini, 2001; Spugnini,
Vincenzi, Baldi, Citro, & Baldi, 2006; Tozon et al., 2016).

E aconselhada a permanéncia do animal na clinica/hospital sob supervisdo durante 2 a 4
horas até que recupere a consciéncia e os pardmetros clinicos basicos normais (Tozon et al.,
2016). Adicionalmente pode ser efetuada a administracdo de um analgésico, anti-inflamatério
ndo esterdide oral como o meloxicam 0.1mg/kg/dia durante trés dias consecutivos e o

tratamento sintomatico de possiveis efeitos secundarios ao tratamento (Tozon et al., 2014).

Acompanhamento do paciente

Apods o tratamento com EQT o animal deve ser acompanhado pelo médico veterinario em
consultas de avaliagdo regulares. E recomendada uma consulta 8 dias apés o tratamento,
seguida de uma consulta de avaliagdo de 4 em 4 semanas. Em cada consulta o nédulo tumoral
ou os nédulos no caso de ser mais que um, devem ser fotografados e medido o seu tamanho
com um paquimetro. Este procedimento permite uma comparagao da evolugdo do tumor de
uma consulta para outra. Devem ser também identificados os possiveis efeitos secundarios
tardios, locais ou sistémicos (Tozon et al., 2016). A resposta ao tratamento deve ainda ser
classificada com base em critérios globais como os critérios de avaliacdo de resposta em
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tumores sélidos (Eisenhauer et al., 2009; Tozon et al., 2016). Estes guidelines classificam a
resposta do tumor apds tratamento como: RC quando ocorre o desaparecimento de todas as
lesbes e uma redugédo do tamanho de possiveis ganglios linfaticos afetados para um tamanho
< 10mm. RP quando ha uma redugao de pelo menos 30% do didametro do tumor. Doenga
progressiva (DP) quando ocorre um aumento de pelo menos 20% no didametro do tumor ou o
aparecimento de uma ou mais lesdes. Doenca estavel (DE) quando o nédulo ndo aumenta nem
diminui de tamanho o suficiente para ser classificado como RP ou DP. E necessaria uma
duracdo minima de 4 semanas para qualificar cada tipo de resposta (Eisenhauer et al., 2009).

O tratamento com EQT pode ser repetido com o intervalo de uma a duas semanas até ser
atingida a RC (Spugnini, 2001).

Eletroquimioterapia no tratamento oncolégico em gatos

Os gatos sdo animais com capacidade de mascarar alguns sinais clinicos iniciais de
doenga, o que contribui para que estes sejam percetiveis apenas quando ja exuberantes
(Fowler, 2012). Por este motivo muitas vezes o diagnéstico tumoral em gatos acontece numa
fase avangada da doencga. Por outro lado, um estudo retrospetivo realizado no Reino Unido em
2017 com uma base de dados de cerca de nove mil amostras de nédulos, revelou que a pele e
o tecido subcutaneo s&o os locais anatdmicos mais comuns de tumores em gatos. Sendo o
6rgdo maior e mais exposto do corpo, a pele é particularmente suscetivel a agressdes
externas, mas é também mais facilmente visivel e palpavel o que facilita a identificacdo da
doenca. Esse mesmo estudo concluiu que os quatro tipos mais comuns de tumores de pele em
gatos sdo o fibrossarcoma, o carcinoma das células escamosas (CCE), o mastocitoma e os

tumores das células basais (Ho, Smith, & Dobromylskyj, 2017).

A EQT tem potencialidades para se tornar uma das terapias de eleicdo no tratamento
deste tipo de tumores téo frequentes em gatos. Tem sido considerada nas primeiras opg¢des de
tratamento nesta espécie em varios tipos histolégicos de tumores, mas sobretudo em
carcinomas (Murphy et al., 2008; Spugnini et al., 2015) e sarcomas (Spugnini et al., 2011;
Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, Citro, Caruso, et al., 2008) com localiza¢gdes cutdneas ou

subcutaneas (Spugnini, 2001).

O CCE é responsavel por 15% dos tumores cutdneos e por pelo menos 70% dos tumores
malignos orais em gatos (Murphy, 2001). Geralmente é considerado secundario a exposi¢édo a
luz ultravioleta (UV), comummente localizado em areas de maior exposi¢ao solar como nariz,
palpebras e orelhas de animais com pele ndo pigmentada ou levemente pigmentada, locais
estes de dificil excisao cirirgica com margens adequadas (Murphy & Murphy, 2013; Withrow,
2013). Normalmente, o CCE tem um longo periodo entre a indugéo tumoral (apés a dermatite

solar) e a progressao do tumor, no entanto, o controlo local desta neoplasia representa um
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desafio na medicina veterinaria como consequéncia da fase muitas vezes avangada da doenca
no momento do diagnéstico (Murphy, 2001). O CCE raramente metastatiza, mas
tendencialmente progride para ulceras levando a les6es dolorosas e de dificil cicatrizagéo.
Ainda assim os gatos com CCE avang¢ado podem viver por periodos prolongados de tempo.
Nestes casos, muitas vezes os tratamentos antineoplasicos visam o alivio dos sintomas para
manter ou aumentar a qualidade de vida do animal e o controlo do tumor com resultados
estéticos razoaveis. Por esta razdo, e devidos as suas caracteristicas, a EQT representa uma
6tima ferramenta para o tratamento deste tipo de neoplasia (Murphy et al., 2008; Murphy &

Murphy, 2013; Spugnini, Vincenzi, Citro, Tonini, et al., 2007).

Em 2015 foi realizado um estudo prospetivo com 21 gatos com carcinoma periocular
(dezassete com carcinomas espinocelulares e quatro com carcinomas anaplasicos) e 26 gatos
com CCE na cabecga. Doze dos gatos com carcinoma periocular foram tratados com EQT
utilizando a bleomicina e nove foram tratados apenas com bleomicina. Do coorte de gatos
diagnosticados com CCE, catorze foram tratados com EQT utilizando a bleomicina e doze
foram tratados apenas com bleomicina. Verificaram-se alguns efeitos secundarios locais em
alguns dos animais tratados com EQT tais como: epifora, pequenas queimaduras induzidas
pelos elétrodos (desapareceram em duas a trés semanas), prurido e contragdes musculares
transitérias no momento da aplicacdo dos pulsos elétricos. Ndo foram descritos efeitos
secundarios no coorte de animais tratados apenas com bleomicina. A taxa de resposta dos
animais tratados com EQT foi de 89%, enquanto em animais tratados apenas com a bleomicina
foi de 33%. O (tempo livre de doenga) TLD no grupo de animais com carcinoma periocular
tratados com EQT foi de 24,2 meses e no caso dos animais com CCE foi de 20,6 meses. No
caso dos animais com carcinoma periocular tratados apenas com bleomicina o TLD foi de 4,7

meses e no caso dos animais com CCE foi de 3.2 meses (tabela 4) (Spugnini et al., 2015).

Encontram-se ainda publicados mais dois artigos com recurso a EQT no tratamento de
carcinomas em gatos. Num dos estudos, que incluia nove gatos, foi obtida resposta ao
tratamento em todos os nddulos, mas apenas sete dos gatos atingiram a RC com duracéo de
um a trés anos (tabela 4) (Spugnini, Vincenzi, Citro, Tonini, et al., 2007). No outro estudo
estiveram envolvidos onze gatos com dezasseis ndodulos com o diagnodstico de carcinoma
espinocelular. A RC foi atingida em 87.5% dos nédulos com duragdo de 3 meses a mais de 3
anos, e apenas dois dos gatos que atingiram a RC tiveram recorréncia 2 a 8 meses apés o
procedimento (tabela 4) (Tozon et al., 2014). Em ambos os estudos foi utilizada a EQT com
bleomicina como agente quimioterapico e os efeitos adversos foram minimos e transitorios,
como eritema local e contragdes musculares (Spugnini, Vincenzi, Citro, Tonini, et al., 2007;
Tozon et al., 2014).

A EQT pode ser aplicada como uma forma de tratamento paliativo no tratamento de lesées
neoplasicas ja avangadas, nas quais o tratamento cirirgico ndo & possivel (p. ex. devido a
localizagdo e/ou tamanho do tumor). O objetivo da EQT nestes casos € ndo sé o controlo
tumoral local, mas sobretudo melhorar/manter a qualidade de vida do animal (Cadossi et al.,
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2014; Spugnini, 2001; Spugnini, Baldi, et al., 2007; Spugnini, Vincenzi, Citro, Santini, et al.,
2007). E o caso de um gato com 18 anos de idade diagnosticado com um adenocarcinoma
palpebral que foi tratado com EQT usando a cisplatina IT. Foi atingida a remissdo completa
apos 3 sessdes de tratamento e os efeitos secundarios foram minimos e bem tolerados pelo
animal (tabela 4) (Lanore, 2014).

Os primeiros estudos em gatos utilizando a EQT em sarcomas, apesar de terem tido 80%
de resposta global, apontam a necessidade do uso de elétrodos mais especificos para tumores
solidos de origem mesenquimatosa, sendo o tecido conjuntivo, o obstaculo para que ocorra
uma permeabilizagdo suave do tumor. Sugerem também que o uso da EQT em caso de
recorréncia tumoral apds recessao cirurgica, ndo é tdo eficaz como quando esta é a primeira
escolha de tratamento (Spugnini, 2001; Spugnini, Baldi, et al., 2006; Spugnini, Dotsinsky,
Mudrov, Citro, Caruso, et al., 2008; Spugnini et al., 2009). Em relagdo ao tamanho do tumor,
gatos tratados com EQT com sarcomas de tamanho menor a 10cm? tiveram um TLD de 46
meses, enquanto que animais com tumores de tamanho superior tiveram um TLD de 10
meses. Estes resultados demonstram que a resposta dos tumores a EQT diminui com o
aumento do didmetro do tumor (tabela 4) ( Spugnini, Baldi, et al., 2006). Num outro estudo
foram incluidos 64 gatos com sarcomas incompletamente excisados cirurgicamente tratados
com EQT adjuvante usando a cisplatina IT. O tratamento resultou num aumento do controlo
tumoral local, com um TLD de 666 dias versus 180 para um coorte de 14 gatos tratados
apenas com recessdo cirurgica. Dos 64 gatos envolvidos no estudo oito morreram de
patologias ndo relacionadas com o tratamento e os efeitos secundarios responderam ao

tratamento sintomatico e estao descritos na tabela 4 (Spugnini et al., 2011).

A bleomicina é o farmaco convencionalmente administrado no tratamento com EQT em
gatos. Existem alguns estudos onde é usada a cisplatina administrada via IT, ja que a mesma
esta contraindicada nesta espécie quando administrada de forma sistémica, pelos efeitos de
toxicidade pulmonar fatal aguda que pode provocar, nomeadamente dispneia, edema
pulmonar, hidrotérax e mesmo morte do animal (Burton, 2012; Spugnini, 2001; Spugnini et al.,
2011; Tozon et al., 2016).

A EQT pode nao ser adequada para o tratamento de animais que receberam radioterapia
prévia no local do tratamento. Uma complicagdo do tratamento com radioterapia com posterior
administragéo local de agente(s) quimioterapico(s) € uma lesdo semelhante a queimadura solar
grave. Esta situacdo esta descrita num artigo em que um gato com fibrossarcoma foi tratado
inicialmente com radioterapia, e apds recidiva foi feita recesséo cirurgica e posterior EQT com
cisplatina. Trés dias apés o tratamento apresentava um eritema local marcado, com prurido. O
animal fez tratamento sintomatico, mas a lesdo evoluiu, tendo resultado em complicagdes
graves tais como descamacdo e Ulcera humida submetida a desbridamento (tabela 4)

(Spugnini, 2001; Spugnini, Dotsinsky, Mudrov, Citro, Caruso, et al., 2008).
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Os tratamento de primeira escolha para linfoma localizado inclui normalmente a
quimioterapia sistémica e/ou radioterapia. No entanto, quatro gatos (dois com linfoma nasal,
um com linfoma cervical e um com linfoma retro-ocular) foram envolvidos num estudo de
tratamento com EQT cujo agente quimioterapico usado foi a bleomicina via IT. Todos os gatos
obtiveram RC com TLD de 180 a 730 dias. Os animais acabaram por morrer de recorréncia
local ou disseminacdo sistémica. Este estudo, apesar do numero reduzido de animais que
inclui, revelou resultados favoraveis com TLD elevados e sem efeitos adversos consideraveis
(tabela 4) (Spugnini et al., 2007).

Em 2017 foi publicado um case report de um gato diagnosticado com um timoma e tratado
com quimioterapia sistémica sem melhoria significativa. Foram entéo realizadas duas sessbées
de EQT ecoguiada (utilizando elétrodos de agulha) com um intervalo de duas semanas. O
tratamento foi bem tolerado e resultou numa RP. Foram efetuadas sessdes adicionais e o gato
continuou em remissdo apds 14 meses. Apesar de ser apenas um caso, € um resultado
interessante em termos de possivel tratamento adjuvante em animais com tumores viscerais
(tabela 4) (Spugnini, Menicagli, Pettorali, & Baldi, 2017).

Os protocolos de EQT né&o séo rigidos, e como tal, variam muitas vezes consoante o
oncologista e o caso clinico. A maioria dos procedimentos gerais envolvidos no tratamento de
EQT em animais de companhia, podem ser aplicados em gatos. Seguem-se algumas
particularidades que se verificam nos procedimentos para o tratamento com EQT em gatos,
referidos em varios artigos publicados. E usual a pré-medicagdo com butorfanol, medetomidina
e/ou cetamina (Spugnini, 2001; Tozon et al, 2014), e a aplicagdo dos pulsos de
permeabilizacdo pode ser feita 5 minutos apds o agente quimioterapico ser administrado, o que
difere da maioria dos estudos que descrevem geralmente a aplicagdo dos pulsos elétricos 8 a
10 minutos apds a administragdo do agente quimioterapico via IV (Spugnini, 2001; Spugnini,
Baldi, et al., 2006; Spugnini, Citro, et al., 2008).

Atualmente ja existem varios estudos publicados na medicina veterinaria usando a EQT
como monoterapia ou associada a outro tipo de tratamentos em diferentes espécies (Maglietti
et al.,, 2017; Spugnini, Baldi, et al., 2006). Com o objetivo de resumir e sistematizar a
informagéo existente em artigos sobre o uso da EQT no tratamento oncoldgico em gatos, foram
elaboradas duas tabelas (tabela 4 e tabela 5) em que a tabela 4 aborda os tumores mais

comuns, enquanto a tabela 5 remete para os tumores menos frequentes em gatos.
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Tabela 4 - Sistematizacdo de alguns estudos sobre o uso de EQT no tratamento de tumores

comuns em gatos. Identificagcdo do tipo de tumor, resultados e efeitos secundarios.

Referéncia Tipo de tumor Resultados relevantes Efeitos secundarios
Contragbes musculares
. , . t itorias; infl 5
(Spugnini, TLD de 4 meses (cirurgia), 19 ransiionas, inflamagao
) Sarcoma dos ) - local; necrose focal;
Baldi, et al., . meses (EQT pods-operatoria) e 12 o
tecidos moles ) L deiscéncia de sutura;
2006) meses (EQT intraoperatoria) . )
descoloragao da area
local; alopecia local
(Spugnini, Obtida resposta em 100% dos
Vincenzi, Carcinoma das gatos; Em 77,7% foi obtida RC com Eritena do nariz
Citro, Tonini, células escamosas duracao até 3 anos. Em 55.6% foi
et al., 2007) obtida uma remissao >1 ano
Trés gatos obtiveram TLD por 635,
180 e 730 dias. Um teve recidiva no
(Spugnini et . mesmo local que ndo respondeu a Desconforto transitorio
Linfoma . h ’
al., 2007) novo tratamento com EQT e os alopecia e eritema local
outros desenvolveram linfoma em
locais diferentes
(Spugnini,
Dotsinsky, Tratamento anterior com
Mudrov, radioterapia e recesséo cirurgica. Eritema, descamacéo e
Citro, Fibrossarcoma Tratamento com EQT: TLD: 5 ulcera humida
Caruso, et meses
al., 2008)
Anorexia; contragdes
musculares transitorias;
- TLD: 666 dias com EQT e recessao queimaduras induzidas
(Spugnini et s . .
. cirurgica versus 180 dias apenas pelos elétrodos;
al., 2011) Fibrossarcoma . ~ N
com recessao cirurgica descoloragdo cutanea
local; inflamagao local e
deiscéncia de sutura
(Lanore, Adenocarcinoma RC apés 3 sessbes de EQT Sem ?fel.tt.)s gdversos
2014) significativos
. A RC foi alcangada em 87,5% de 17 | Sem efeitos secundarios
(Tozon et al., Carcinoma . . o
. nédulos, com TLD de 2 meses a locais ou sistémicos
2014) espinocelular .
mais de 3 anos aparentes
Carcinoma das Tratamento com EQT resposta em
- ) 89% dos casos e o TLD foi de 30,5 Minimos e responderam
(Spugnini et | células escamosas
\ meses, enquanto para o grupo ao tratamento
al., 2015) e carcinoma T . . ”
. tratado apenas com bleomicina foi sintomatico
anaplasico
de 3,9 meses
- Tratamento resultou em RP. .
(Spugnini et . ~ S Sem efeitos adversos
Timoma Efetuadas sessdes adicionais, . ..
al., 2017) consideraveis

continua em remissao
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Além dos estudos referidos na tabela 4, encontram-se também publicados 3 estudos de
tratamento com recurso a EQT em gatos com tumores menos comuns, tais como

hemangiopericitoma, ganglioneuroblastoma e rabdomiossarcoma (tabela 5) (Spugnini, 2001).

Tabela 5 - Compilagdo de estudos em gatos tratados com eletroquimioterapia. Apresentagéo

dos tumores menos frequentes, tipo de tumor apresentado, resultados e efeitos secundarios.

Referéncia Tipo de tumor Resultados relevantes Efeitos secundarios
(Baldl.&. Hemangiopericitoma Sem efeitos adversos
Spugnini, toracico TLD 2 anos descritos
2006)
(Enrico P. Remissao tumoral apés a 32
Spugnini, Ganglioneuroblastoma aplicagéo da EQT, TLD: 402 Sem efeitos.adversos
Citro, et al., dias. Nova sessao de EQT, descritos
2008) novo TLD: 450 dias
S fJE.nIi:;.i ot Rabdomiossarcoma TLD de 12 meses apos Sem efeitos adversos
apl 92010) pleomorfico recessdao cirlrgica e EQT descritos

Encontra-se descrito o tratamento com recurso a EQT em trés casos de tumores pouco
comuns em gatos, nomeadamente hemangiopericitoma toracico, ganglioneuroblastoma e
rabdomiossarcoma pleomérfico. Apesar da limitacdo de apenas retratarem um animal, os
resultados obtidos foram satisfatérios e promissores com TLD longos e sem efeitos adversos
(Baldi & Spugnini, 2006; Spugnini et al., 2010; Spugnini, Citro, et al., 2008).

Perspetivas futuras

De entre as perspetivas e desenvolvimentos futuros na area da EQT encontra-se a
abordagem terapéutica de tumores em dérgdos internos, que atualmente se encontra em
crescente investigagcdo. Na medicina veterinaria o tratamento de tumores com localizagédo
interna através da EQT ja foi feito cirurgicamente e recorrendo a elétrodos de agulhas longas
(Miklavgi¢ et al., 2012; Spugnini, Baldi, et al., 2006) ou de forma eco-guiada (Spugnini et al.,
2017). Tém sido estudadas novas formas de realizagdo da EQT em tumores internos tais como
a endoscopia, colonoscopia ou laparoscopia (Impellizeri, 2015; Miklav¢i¢ et al., 2012). No
entanto para que este tipo de abordagem seja possivel sdo necessarios mais estudos clinicos,
adaptagao dos elétrodos existentes e/ou criacdo de novos tipos de elétrodos e utilizagdo de

sistemas de navegacao com orientagcao por imagem (Miklav¢ic et al., 2012).
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A eletrotransferéncia de genes é também uma vertente do uso da EP que tem mostrado
resultados promissores em varios estudos no controlo tumoral de neoplasias refratarias aos
tratamentos convencionais (Escoffre & Rols, 2012). Esta técnica consiste na aplicagao de
pulsos elétricos combinada com a administracdo de plasmideos que codificam moléculas
antineoplasicas. A eletrotransferéncia de genes tem um efeito imunomodelador o que contribui
para a estimulagcdo da imunidade do recetor (Gothelf & Gehl, 2012; Sersa et al., 2015). Um
estudo em 13 cdes demonstrou a eficacia e segurangca da eletrotransferéncia genética
combinada com a EQT. Foram usados como agentes quimioterapicos na EQT a gentamicina
ou a bleomicina, e para a eletrotransferéncia o ADN plasmidico de IL-12 canino. Esta
abordagem foi eficaz em diferentes tipos histolégicos de tumores, ndo sé no tumor diretamente
tratado como também nas metastases. N&o ocorreram efeitos adversos graves e esta

modalidade de tratamento provou ser uma abordagem efetiva (Finocchiaro & Glikin, 2017).

O desenvolvimento de vacinas de ADN, ou seja, a combinagéao terapéutica da EQT e da
eletrotransferéncia de genes imunoestimulantes é outra forma de tratamento inovador que
pode levar ao controlo ou erradicagdo tumoral associada a indugdo de uma resposta imune
significativa (Escoffre & Rols, 2012). Neste caso, a EP atua como uma ferramenta eficaz para
transferir plasmideos que codificam antigénios contra epitopos especificos e assim, aumenta a

resposta imunoldgica contra um antigénio tumoral (Gothelf & Gehl, 2012).

Por ultimo, a eletroporagao irreversivel € uma técnica relativamente recente que usa
apenas pulsos elétricos para o tratamento tumoral. A lesdo celular causada é irreversivel o que
leva a uma apoptose em massa, que normalmente evolui para tecido cicatricial fibrético
(Obermann, Larose, Rossetto, & Margerin, 2013; Ruarus et al., 2018). Como o efeito da
eletroporagao irreversivel estda confinado a membrana celular, as estruturas da matriz
extracelular circundante ndo sdo afetadas. De facto, os constituintes celulares das estruturas
circundantes, como as ceélulas endoteliais vasculares, sdo também irreversivelmente
danificados, de forma semelhante ao tecido-alvo. No entanto, a preservagdo da matriz
extracelular, que constitui a integridade estrutural e funcional dessas estruturas vasculares,
permite uma rapida regeneragdo das mesmas (Ruarus et al.,, 2018). Esta técnica tem sido
recentemente utilizada na medicina humana, podendo vir a ser uma possivel abordagem de
tratamento em medicina veterinaria, no entanto, e até ao momento, existem ainda poucos

estudos realizados (Obermann et al., 2013).

O potencial para combinar a EQT com terapias convencionais ou com outras terapias
inovadoras, assim como o seu desenvolvimento no tratamento de tumores internos, oferece
muitas possibilidades interessantes para a futura expanséo e desenvolvimento do uso clinico
da EQT (Escoffre & Rols, 2012).
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Conclusao

A EQT é um procedimento simples, rapido, com poucos efeitos adversos e eficiente no
controlo local de tumores, com aproximadamente 80% de respostas objetivas em tumores
cutdneos e subcutdneos em animais de companhia (Tozon et al., 2016). Em comparagdo com
a quimioterapia isolada, a aplicagdo de pulsos elétricos combinados com quimioterapia,
melhora significativamente os resultados do tratamento de tumores. O uso de EQT como
terapia adjuvante apds a cirurgia tem sido frequentemente capaz de prevenir a recorréncia de
tumores em animais de companhia. A rapida destruicdo de células tumorais através da via
apoptotica e a estimulagdo do sistema imunoldgico aumenta as possibilidades de erradicagéo

tumoral (Spugnini et al., 2016).

O facto de ter efeitos secundarios reduzidos, faz com que a EQT seja muitas vezes
escolhida como tratamento paliativo para proporcionar uma melhoria significativa na qualidade
de vida do animal, podendo ainda fazer a diferenga entre a opgao pela eutanasia ou pelo

tratamento (Impellizeri et al., 2016; Spugnini, 2001).

Nem todos os agentes quimioterapicos aumentam a sua concentragao intracelular quando
submetidos a pulsos elétricos. Os farmacos que mais beneficiam desta associagdo sdo de

natureza lipofébica como a bleomicina e a cisplatina (Spugnini et al., 2016).

Devido a alta eficacia da EQT no tratamento de tumores cutdneos e subcutaneos,
independentemente da origem histoldgica, ha tentativas de alargar a sua aplicabilidade ao
tratamento de tumores a nivel mais profundo ou mesmo interno. Para que isto ocorra séo
necessarios novos desenvolvimentos tecnolégicos que permitam o tratamento desses tumores

na pratica clinica diaria (Impellizeri, 2015; Miklav¢i¢ et al., 2012).

Desde que a EQT se expandiu por toda a Europa, tém sido feitos varios estudos e
adquiridas novas aplicagbes clinicas para a EQT. Desta forma a EQT tem sido aplicada em
diferentes situagdes clinicas, o que n&o foi previsto no SOP originalmente publicado. Assim,
novos SOP para tumores cutineos, subcutaneos e eventualmente tumores internos sao
necessarios, mais especificamente na area da medicina veterinaria, para garantir a eficacia do

tratamento e a seguranca dos pacientes (MiklavCi€ et al., 2014).

A investigacgao clinica continua e o desenvolvimento tecnolégico, baseado na EP, aumenta
e continuard a aumentar a relevancia clinica da EQT, ja que esta técnica fornece também a
base para varias aplicagdes, novas perspetivas e opgdes de tratamento. A EQT é uma técnica
sobretudo local e por esse motivo beneficia quando associada a um tratamento sistémico que
potencialize a sua propria resposta imune. A eletrotransferéncia de genes é uma das ultimas
aplicagdes que estd a ser estudada e envolvida em varias investigacdes (Cadossi et al., 2014)

na tentativa de aumentar a efetividade antitumoral sistémica da EQT. Esta, aplicada de uma
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forma adjuvante a EQT, leva a um aumento do efeito loco-regional, bem como a um efeito a

nivel sistémico em metastases (Sersa et al., 2015).

A EQT tem um futuro promissor na medicina veterinaria visto que tem demonstrado ser
eficaz em varios estudos, pode ser utilizada para o tratamento de tumores cutaneos unicos ou
multiplos, subcuténeos, primarios ou recorrentes, de diferentes tipos histolégicos, como
tratamento adjuvante a cirurgia ou como tratamento paliativo, no sentido de preservar a

qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos veterinarios (Cemazar et al., 2008).
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