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naria, Universidade Paulista, Av. Tenente Julio Prado Neves 965, Sdo Paulo, SP 02370-000,
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Electrochemotherapy is characterized as a protocol which combines the use of antine-
oplastic agents and localized application of electric pulses (electroporation) to improve
the intracellular concentration of these agents, increasing its cytotoxic action. Bleomycin,
an antibiotic agent with antineoplastic properties, is a hydrophilic molecule, having a res-
tricted transport through the cellular membrane. However, when it is administered intra-
lesionally or intravenously and associated to electroporation, its cytotoxicity is maximized.
There were utilized 21 cats affected by cutaneous squamous cell carcinoma. The electro-
chemotherapy protocol was standardized using intravenous bleomycin sulfate at a dose of
15U/m?body surface area. Electroporation was performed using an electrode composed of
needles and electric pulses with 1000 V voltage, in unipolar square wave and 100 microse-
conds duration, totalizing eight cycles. There was complete neoplastic remission in 21 cats
(100%). There were no complications or side effects associated with the procedure. The
protocol studied in this work showed to be feasible, effective and safe for antineoplastic

therapy in feline cutaneous squamous cell carcinoma.

INDEX TERMS: Cat, neoplasia, electroporation, electrochemotherapy.

RESUMO.- A eletroquimioterapia compreende a utilizacdo
conjunta de farmacos antineoplasicos e aplicagdo regional
de pulsos elétricos (eletroporacdo), maximizando a con-
centracao intracelular destes farmacos, assim propiciando
maior a¢do citotéxica. A bleomicina, farmaco antimicro-
biano dotado de propriedade antineopldsica, apresenta
restrita penetrabilidade na membrana celular, dada a sua
hidrossolubilidade. Todavia, uma vez administrada via in-
tralesional ou intravenosa associada a eletroporacdo, de-
monstra citotoxicidade potencializada. Foram utilizados 21
felinos acometidos por carcinoma de células escamosas te-
gumentar. Padronizou-se o protocolo eletroquimioterapico
empregando-se sulfato de bleomicina, pela via intraveno-
sa, na dose de 15U/m? de superficie corpérea. A eletropo-
racdo foi perfilada com eletrodo composto por agulhas,
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pulsos elétricos com tensdo de 1000 V, em onda quadrada
unipolar, com duragdo de 100 microsegundos, totalizando
oito ciclos. Verificou-se remissdo neoplasica integral em 21
felinos inclusos no estudo (100%). Inexistiram complica-
¢coes e/ou efeitos adversos decorrentes do procedimento.
O protocolo avaliado neste trabalho revelou-se exequivel,
eficaz e seguro na terapéutica antineoplasica de carcinoma
de células escamosas tegumentar felino.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Gato, neoplasia, eletroporacio, eletro-
quimioterapia.

INTRODUCAO

Estima-se que as neoplasias tegumentares representem
aliquota préxima a 30% do total de enfermidades oncold-
gicas diagnosticadas no felino doméstico (Withrow & Vail
2007). Dentre os canceres cutaneos mais observados nessa
espécie, sobressalta-se o carcinoma de células escamosas
como neoplasia de grande incidéncia na rotina da clinica
oncoldgica (Lucas & Larsson 2006, Gross et al. 2007, Wi-
throw & Vail 2007).
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Apesar da provavel etiopatogenia multifatorial do car-
cinoma de células escamosas, a radiacdo actinica e suas
propriedades mutagénicas sdo fatores determinantes na
manifestacdo deste tumor (Ferreira et al. 2006, Lucas &
Larsson 2006, Gross et al. 2007, Withrow & Vail 2007). Jun-
¢des mucocutaneas, incluindo plano e ponte nasal, regides
nasolabial e palpebral, assim como pavilhdes auriculares
e demais regides tegumentares pobremente providos de
pigmento melanico, pelagem curta e menos densa, sdo no-
toriamente propensos ao desenvolvimento de carcinoma
de células escamosas, sobretudo naqueles animais conti-
nuadamente expostos a radiacdo solar (Ferreira et al. 2006,
Lucas & Larsson 2006, Gross et al. 2007, Withrow & Vail
2007). Tal enfermidade caracteriza-se por massiva infil-
tracdo dérmica, por vezes estendida ao paniculo adiposo
subjacente (Gross et al. 2007). Metastases sdo incomuns,
todavia ha relatos de propagacao neoplasica para linfono-
dos regionais e parénquima pulmonar (Gross et al. 2007).

A bibliografia oncolégica veterinaria disponibiliza inu-
meros de protocolos para o tratamento do carcinoma de
células escamosas felino, incluindo excisdo cirdrgica, crio-
cirurgia, terapia fotodindmica, quimio e/ou radioterapia
(Klein 2003, Ferreira et al. 2006, Lucas & Larsson 2006,
Buchholz et al. 2007, Hammond et al. 2007, Thomson 2007,
Bexfield et al. 2008, Cunha et al. 2010). Entretanto, tais pro-
tocolos exibem limitagdes principalmente representadas
por adversidades, resposta terapéutica e custo (Klein 2003,
Ferreira et al. 2006, Lucas & Larsson 2006, Buchholz et al.
2007, Hammond et al. 2007, Thomson 2007, Bexfield et al.
2008, Cunha et al. 2010).

A eletroporacgao consiste na aplicacdo regional de pulsos
elétricos, curtos e de alta voltagem, os quais maximizam o
potencial de transporte através da membrana celular, pela
formacgdo transitéria de poros aquosos na bicamada lipi-
dica, assim permitindo que macromoléculas sejam efeti-
vamente conduzidas ao meio intracelular (CemaZar et al.
2001, Dujardin et al. 2002, Lebar et al. 2002, Pucihar et
al. 2002, Gothelf et al. 2003, Chen et al. 2006, Sersa et al.
2011, Gibot et al. 2013). A eficacia deste transporte encon-
tra-se diretamente relacionada a um conjunto de fatores,
principalmente representados por propriedades fisicas da
eletricidade (frequéncia de pulso, formato de onda e inten-
sidade do campo elétrico) e caracteristicas fisicoquimicas
dos farmacos mais utilizados no protocolo (Dujardin et al.
2002, Lebar et al. 2002, Pucihar et al. 2002, Gothelf et al.
2003, Chen et al. 2006, Sersa et al. 2011, Gibot et al. 2013).
A eletroquimioterapia constitui um procedimento terapéu-
tico que agrega o emprego de farmacos antineoplasicos a
eletroporacio, visando a maximizacdo da concentragio in-
tracelular destes farmacos, entdo propiciando maior agio
citotdxica dos mesmos (Cemaiar et al. 2001, Gothelf et al.
2003, Sersa et al. 2006, 2011, Larkin et al. 2007, Meschini
et al. 2012, Gibot et al. 2013). Muitos quimioterdpicos sdo
estruturalmente constituidos por moléculas hidréfilas, exi-
bindo assim restricdo no transporte através da membrana
celular. Contudo, uma vez simultaneamente administrados
a eletroporacdo, exibem extrema potencializacao do efeito
terapéutico, em diminutas dosagens (CemaZar et al. 2001,
Gothelf et al. 2003, Aminkov & Manov 2004, Giardino et al.
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2006, Sersa et al. 2006, 2011, Larkin et al. 2007, Meschini
et al. 2012, Gibot et al. 2013). Dentre os mencionados far-
macos, enfoque foi dado a amplificacdo da citotoxicidade
exercida pela bleomicina, antibidtico com propriedade an-
titumoral, a qual, uma vez combinada a aplicagao regional
de pulsos elétricos, demonstra otimiza¢do de seus efeitos
terapéuticos antitumorais (Cemazar et al. 2001, Gothelf et
al. 2003, Sersa et al. 2006, 2011, Gibot et al. 2013).

Ampla bibliografia referente a utilizacdo de eletroqui-
mioterapia na clinica oncolégica humana e veterinaria
encontra-se disponivel (Cemazar et al. 2001, Gothelf et al.
2003, Aminkov & Manov 2004, Giardino et al. 2006, Sersa
et al. 2006, 2011, Spugnini et al. 2009, Silveira et al. 2010,
2011). Os resultados até entdo obtidos, mostram-se promis-
sores, sobretudo representados por remissdo neopldsica
parcial ou integral, efeitos adversos irrelevantes e diminuto
percentual ou aumento no intervalo de tempo livre de recidi-
va e/ou metdastase (Cemaiar et al. 2001, Gothelf et al. 2003,
Aminkov & Manov 2004, Giardino et al. 2006, Sersa et al.
2006, 2011, Spugnini et al. 2009, Silveira et al. 2010, 2011).

Este estudo objetivou avaliar a exequibilidade, efetivi-
dade e seguranca da eletroquimioterapia em carcinoma
de células escamosas tegumentar felino, no intuito da con-
tribuicdo relativa a otimizagdo de sua terapia, com conse-
quente melhora no prognoéstico para os pacientes acome-
tidos pela doenga.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste estudo 21 felinos acometidos por forma-
¢do neoplasica tegumentar solitéria, atendidos no Servigo de Ci-
rurgia do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veteri-
naria da Universidade Paulista, Sdo Paulo, Capital, no periodo de
abril de 2012 a abril de 2013. O estudo foi conduzido conforme
diretrizes referentes a experimentacdo animal, pré-determinadas
pelo Conselho de Etica da Universidade Paulista (Protocolo no.
009/11, aprovado e registrado em ata de reunido do Conselho de
Etica em 17 de marco de 2011). Os proprietarios desses pacientes
foram previamente orientados sobre os procedimentos relativos
ao protocolo.

Quadro 1. Estadiamento clinico para carcinoma de células
escamosas felino segundo o sistema TNM (Withrow & Vail 2007)

Tumor primdrio

Tis Carcinoma in situ

TO: Sem evidéncias de tumor

T1: Tumor < 2 cm de didmetro, superficial

T2: Tumor entre 2 - 5 cm de didmetro com invasido minima

T3: Tumor > 5 cm de didmetro com invasdo para
subcutineo

T4: Tumor invadindo outras estruturas como fascia,

0sso ou cartilagem
Linfonodo (N)
NO: Sem evidéncias de envolvimento de linfonodo regional
N1: Linfonodo ipsilateral mével
N1la: sem aumento de volume
N1b: com aumento de volume
N2: Linfonodo contralateral ou bilateral méveis
N2a: sem aumento de volume
N2b: com aumento de volume

N3: Linfonodos fixos

Metastase (M)
MO: Sem evidéncias de metastase distante
M1: Metéastase distante detectada
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Todos os felinos passaram por avaliacdo preliminar de mi-
nucioso exame fisico e pelos complementares pertinentes, assim
representados por hematoldgico, perfil bioquimico, radiografico
toracico e ultrassonografico abdominal, investigando-se enfer-
midades coexistentes e/ou neoplasia intracavitaria primaria ou
metastatica. Submeteu-se cada lesdo a andlise micromorfolégica,
apds colheita de espécimes via técnica incisional e fixacdo dos
mesmos em solu¢do tamponada de formalina a 10%. A histopa-
tologia objetivou o delineamento do tipo neoplasico, origem te-
cidual e seu comportamento bioldgico. Todos os pacientes foram
submetidos a anestesia geral durante a realizagdo de bidpsia inci-
sional e do protocolo eletroquimioterapico.

0 estadiamento clinico dos carcinomas de células escamosas
tegumentares abordados neste estudo foi realizado em concor-
dancia com o sistema TNM (tumor/linfonodo/metastase) (Wi-
throw & Vail 2007) (Quadro 1).

Perfilou-se a eletroquimioterapia utilizando-se sulfato de ble-
omicina, via intravenosa, na dose de 15U/m?de superficie corpé-
rea. Cinco minutos apos a aplicagdo deste farmaco, administra-
ram-se pulsos elétricos (eletroporacdo) sobre toda a extensdo da
neoformacdo por intermédio de aparelhagem especifica. A eletro-
poracdo foi realizada com eletrodo composto por oito agulhas de
aco inoxidavel, paralelamente dispostas e equidistantes (0,7cm).
Pulsos elétricos com tensdo de 1000 V em onda quadrada unipo-
lar, com duragdo de 100 microsegundos, totalizando oito ciclos,
foram aplicados em todo volume tumoral . Todo procedimento foi
mensalmente repetido até a remissdo neoplasica macroscopica
integral.
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Os animais foram reavaliados 15, 30 dias e 60 dias ap6s a re-
alizagdo do protocolo. Constatada a regressdo tumoral macroscé-
pica total, todos os pacientes foram monitorados através de retor-
nos bimestrais durante 12 meses.

RESULTADOS

A analise histoldgica das lesdes abordadas neste estudo
revelou 21 casos de carcinoma de células escamosas te-
gumentar. Destes, sete situavam-se em pavilhdo auricular,
cinco em palpebras e nove em plano nasal (Fig.14A, 24, 3A).
Nao havia evidéncia fisica, laboratorial e/ou por imagem
de metastase nestes pacientes. As informacoes referentes a
resenha dos animais, localizagdo anatdmica e estadiamento
clinico de todas as neoformacdes encontram-se pormeno-
rizadas no Quadro 2. Inexistiram adversidades decorrentes
da administragdo intravenosa de sulfato de bleomicina e/
ou da eletroporagdo. Ndo se evidenciaram lesdes térmicas
e/ou hemorragicas imediatas advindas do contato dos ele-
trodos com o tecido submetido ao protocolo.

Aos 15 dias ap6s aplicagao constatou-se remissdo par-
cial das neoformacoes, assim como regides erodidas e co-
bertas por crostas. A reavaliacdo clinica realizada 30 dias
apods o protocolo, apontou remissido tumoral total em 12
pacientes submetidos a apenas uma sessdo do protocolo
(57,1%) (Fig.1B, 2B, 3B). Neoplasias que exibiram resposta
parcial apés uma sessdo do protocolo (n=9) (42,9%) foram

Fig.1. (A) Aspecto macroscopico de carcinoma de células escamosas tegumentar felino em regido auricular. (B) Remissao neopldsica

integral 30 dias apds a primeira sessdo de eletroquimioterapia.

== —

Cary

Fig.2. (A) Aspecto macroscdpico de carcinoma de células escamosas tegumentar felino em regido palpebral. (B) Remissdo neoplasica

integral ap6s duas sessdes eletroquimioterapicas (60 dias).
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Fig.3. (A) Aspecto macroscopico de carcinoma de células escamosas tegumentar felino em regido nasal. (B) Remissdo neoplasica integral
apds duas sessoes de eletroquimioterapia (60 dias).

Quadro 2. Caracterizagio dos animais, localizagdo anatémica
e estadiamento tumoral dos gatos acometidos por carcinoma
espinocelular tegumentar. FMV/UNIP, Sao Paulo, 2012

Felino Raga Sexo Idade (anos) Localizagao Estadiamento

anatomica clinico
1 SRD? F 8 pavilhdo auricular T2 NO MO
2 SRD M 16 pavilhdo auricular T2 NO MO
3 SRD F 15 pavilhdo auricular T2 NO MO
4 SRD M 11 pavilhdo auricular T2 NO MO
5 SRD M 11 pavilhdo auricular T2 NO MO
6 SRD F 12 pavilhdo auricular T1NO MO
7 SRD F 14 pavilhdo auricular T1 NO MO
8 SRD F 10 plano nasal T1NO MO
9 SRD M 10 plano nasal T1NO MO
10  SRD F 15 plano nasal T1NO MO
11 SRD M 5 plano nasal T1NO MO
12 SRD M 5 plano nasal T1NO MO
13 SRD F 16 plano nasal T1NO MO
14  SRD F 8 plano nasal T1 NO MO
15 SRD F 15 plano nasal T1NO MO
16  SRD F 12 plano nasal T1NO MO
17 SRD M 8 palpebra T2 NO MO
18 SRD F 4 palpebra T2 NO MO
19 SRD M 15 palpebra T2 NO MO
20  SRD M 12 palpebra T2 NO MO
21  SRD F 13 palpebra T1 NO MO

2 Sem raca definida.

novamente submetidas ao protocolo, alcancando-se, en-
tdo, regressdo macroscopica completa dos tumores. Vinte
e uma neoformacdes submetidas ao protocolo (100%) de-
monstraram regressao total.

Todos os pacientes foram reavaliados em retornos bi-
mestrais através de minucioso exame fisico e subsidiarios
pertinentes durante doze meses, ndo demonstrando, neste
periodo, sinais clinicos e/ou alteracdes laboratoriais e/ou
por imagem de recidiva neopldasica e/ou metastase.

DISCUSSAO

Diversos protocolos destinam-se a terapéutica de carcino-
ma de células escamosas tegumentar felino. Tais procedi-
mentos demonstram expressivas disparidades relativas a
eficacia, duracdo do tratamento, periodo de recuperacio
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do paciente, seguranca e onerosidade (Klein 2003, Ferrei-
ra et al. 2006, Lucas & Larsson 2006, Buchholz et al. 2007,
Hammond et al. 2007, Thomson 2007, Bexfield et al. 2008,
Cunha et al. 2010). Assim, estudos suplementares estdo
sendo amplamente desenvolvidos na busca por alterna-
tivas terapéuticas mais efetivas e seguras (Cemazar et al.
2001, Gothelf et al. 2003, Aminkov & Manov 2004, Chen et
al. 2006, Withrow & Vail 2007, Sersa et al. 2011, Meschi-
ni et al. 2012, Gibot et al. 2013). A bibliografia oncolégi-
ca humana e veterindria qualificou a eletroquimioterapia
como método exequivel, eficaz e seguro (Cemazar et al.
2001, Gothelf et al. 2003, Aminkov & Manov 2004, Chen et
al. 2006, Giardino et al. 2006, Larkin et al. 2007, Spugnini
et al. 2009, Silveira et al. 2010, 2011). Constitui protoco-
lo indicado no tratamento de inimeros tumores, excetu-
ando-se os de origem 6ssea e hematopoiética (CemaZar
et al. 2001, Aminkov & Manov 2004, Giardino et al. 2006,
Sersa et al. 2006). Este estudo obteve resultados similares
e igualmente relevantes as descricoes anteriores que de-
monstraram, quando adequadamente conduzidos, resulta-
dos bastante promissores, com enfoque naqueles obtidos
na terapéutica de carcinoma de células escamosas tegu-
mentar felino (Cemazar et al. 2001, Spugnini et al. 2009).

A administracdo intravenosa de sulfato de bleomicina
revelou-se viavel, eficaz e segura. Inexistiram adversida-
des atribuiveis ao uso deste fAirmaco pela via mencionada,
dado este também concordante com os descritos em parte
da literatura compilada (Cemazar et al. 2001, Gothelf et al.
2003, Aminkov & Manov 2004).

Lesdes tegumentares térmicas advindas do contato dos
eletrodos com o tecido onde foi aplicado a eletroporagio
sdo passiveis de ocorréncia. Tal complicacdo nao foi verifi-
cada nos pacientes da amostragem adotada neste estudo e
foi apenas eventualmente constatada em trabalhos prévios
(Cemaiar etal. 2001, Dujardin et al. 2002, Lebar etal. 2002,
Pucihar et al. 2002, Gothelf et al. 2003, Chen et al. 2006,
Sersa et al. 2006, Silveira etal. 2010, 2011).

A(s) molécula(s), a classe farmacolégica, a dosagem e
a via de administra¢do dos agentes antineoplasicos, assim
como as caracteristicas dos eletrodos e intensidade, nime-
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ro e tipo de ondas produzidas pelos pulsos elétricos, varia-
ram na literatura consultada (Cemazar et al. 2001, Dujardin
etal. 2002, Lebar et al. 2002, Pucihar et al. 2002, Gothelf et
al. 2003, Aminkov & Manov 2004, Chen et al. 2006, Giardi-
no et al. 2006, Sersa et al. 2006, 2011, Larkin et al. 2007,
Spugnini et al. 2009, Silveira et al. 2010, Gibot et al. 2013).
Todavia, a eletroquimioterapia realizada com sulfato de
bleomicina na dose de 15U/m? de superficie corpérea, via
intravenosa em associacdo a administracdo regional de
pulsos elétricos com intensidade de 1000 V por 100 mi-
crosegundos, em onda quadrada unipolar, totalizando oito
pulsos, demonstrou-se amplamente eficaz na remissao de
carcinoma de células escamosas tegumentar submetido ao
protocolo neste estudo.

0 nuimero de sessoes eletroquimioterapicas variou de
uma a duas até constatacdo de regressdo tumoral comple-
ta ao exame fisico. Segundo dados reunidos, o nimero de
sessdes a realizar encontra-se diretamente relacionado ao
volume, ao tipo tumoral e ao comportamento bioldgico da
neoplasia abordada (Gothelf et al. 2003, Sersa et al. 2006,
Silveira et al. 2010, 2011, Gibot et al. 2013).

O monitoramento clinico ap6s a remissdo tumoral total
compreendeu o periodo de doze meses, no qual nao houve
indicios clinicos, laboratoriais e/ou por imagem de recidiva
ou propagacao tumoral. O potencial metastatico encontra-
-se diretamente atrelado a fatores como origem e natureza
da neoplasia considerada e seu estadiamento clinico, tera-
pia especifica utilizada e salubridade imunolégica do pa-
ciente. Mecanismos ainda ndo completamente elucidados
indicam que a eletroquimioterapia promove estimulo imu-
nolégico celular e humoral, otimizando a inibi¢ao de recidi-
vas e/ou metastases (Gothef et al. 2003, Sersa et al. 2006,
Silveira et al. 2010).

CONCLUSOES

A eletroquimioterapia demonstrou ser aplicavel, eficaz
e segura na terapéutica de carcinoma de células escamosas
tegumentar felino.

Dentre as vantagens intrinsecas ao procedimento,
destacaram-se auséncia de toxicidade atribuivel a admi-
nistracdo intravenosa de sulfato de bleomicina, rapidez e
praticidade na execucdo do protocolo eletroquimioterapi-
co, inexisténcia de complica¢bes trans/pos-terapéuticas e
baixa onerosidade.

Cabe ainda ressaltar a manutencdo da integridade ana-
tomofisiolégica da pele no local acometido e que nao foram
observadas recidivas e/ou metastases nos pacientes sub-
metidos a eletroquimioterapia e submetidos a reavalia¢des
clinicas bimestrais por 12 meses.
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