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AVALIACAO RETROSPECTIVA DA INVASAO PERINEURAL COMO FATOR
PREDITIVO DE RECIDIVA LOCAL EM FELINOS COM CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS TRATADOS COM ELETROQUIMIOTERAPIA

RESUMO - O carcinoma de células escamosas (CCE) é considerado uma neoplasia
maligna que compreende cerca de 15-25% de todos os tumores cutaneos e de 70-80%
de todos os tumores orais em felinos. Assim como em humanos, o CCE felino é
caracterizado por um comportamento altamente invasivo localmente, entretanto,
apresenta baixas taxas metastaticas. Diante disso, o tratamento local efetivo pode ser
considerado curativo para a maioria dos pacientes, incluindo principalmente a cirurgia, a
eletroquimioterapia (EQT), a criocirurgia ou a combinagdo destes Ainda assim, essa
doenca pode se manifestar de forma mais agressiva em uma parcela dos pacientes,
culminando em maiores taxas de recidiva, mesmo quando tratados adequadamente. Em
humanos, a invasao perineural (IP) ja foi descrita como uma importante via de
disseminacao tumoral, sendo associada ao CCE cutaneo e oral de alto risco, o que
confere uma maior agressividade tumoral, culminando em maiores taxas metastaticas e
de recidiva, maior resisténcia a terapias locais e menores tempos de sobrevida. Em
contrapartida, a IP em felinos com CCE ainda né&o foi descrita, assim como seu valor
prognostico. O presente estudo objetivou avaliar a IP em uma populacao de felinos com
CCE tratados com EQT, correlacionando sua presenca com a ocorréncia de recidiva local
e outras variaveis clinicas. Foram selecionados de forma retrospectiva 24 felinos com o
diagnostico histopatologico de CCE atendidos no centro oncolégico Vet Cancer (Séo
Paulo, SP, Brasil), durante o periodo de 2013 a 2021. A instituicdo da EQT como terapia
Unica, a avaliacdo histopatoldgica da IP e a auséncia de metastases a distancia, foram
padronizados como os critérios de inclusdo. Dados referentes a presenca de IP, resposta
inicial a terapia, ocorréncia de recidiva e efeitos adversos foram obtidos a partir dos
prontuarios clinicos. A taxa de resposta completa inicial foi de 96% (23/24). A IP foi
identificada em 33% dos gatos (8/24 - grupo IP positivo), enquanto que 67% estavam
livres desta invasédo (16/24 - grupo IP negativo). Todos os pacientes do grupo IP positivo
apresentaram recidiva local, enquanto que apenas 5 pacientes do grupo IP negativo
recidivaram. Assim, o indice de recidiva foi significativamente maior nos felinos com IP
do que os sem IP (p=0,03). Esses resultados sdo os primeiros acerca da IP em felinos
com CCE e servem de premissa para que novos estudos sejam realizados,
principalmente a fim de correlacionar a presenca de IP com dados de sobrevivéncia e
melhor definicdo de seu valor progndstico.

Palavras-chave: Neoplasia cutanea; Oncologia; Bainha nervosa; Progndstico; Gato.



RETROSPECTIVE EVALUATION OF PERINEURAL INVASION AS A PREDICTIVE
FACTOR OF LOCAL RECURRENCE IN CATS WITH SQUAMOUS CELL CARCINOMA
TREATED WITH ELECTROCHEMOTHERAPY

ABSTRACT - Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant neoplasia, which
represents, approximately, 15-25% of all feline cutaneous tumors and 70-80% of all feline
oral tumors. As in humans, feline SCC is characterized to be highly invasive locally,
however, its metastatic rate is low. In front of this, an effective local treatment can be
considered curative for the majority of the patients, and includes surgery,
electrochemotherapy (ECT), cryosurgery, or a combination of them. Still, this neoplasia
can be manifested more aggressively in a portion of patients, leading to higher recurrence
rates, even if treated properly. In humans, the presence of perineural invasion (IP) has
already been described as a relevant tumor dissemination route, being associated to the
high-risk CCE and higher tumor aggressiveness, which results in higher metastatic and
recurrence rates, resistance to local treatments and short survivals. However, IP has not
been described in felines with CCE, as well as its prognostic value. This study aimed to
evaluate the IP occurrence in a feline population with CCE treated with ECT, correlating
its presence with the occurrence of local recurrence and other clinical variables. Twenty-
four cats, with histopathological diagnosis of SCC, were retrospectively selected from the
clinical records of the oncological center Vet Cancer (Sao Paulo, SP, Brazil), between
2013 and 2021. EQT as sole therapy, histopathological evaluation of IP, and absence of
distant metastatic disease were the inclusion criteria. Data regarding to IP presence, initial
response to therapy, local recurrence and adverse events were collected from the clinical
records. Complete response rate was 96% (23/24). IP was identified in 33% of the cats
(8/24 — IP-positive group), while 67% were free of this invasion (16/24 — IP-negative
group). All the IP-positive patients developed local recurrence, while only 5 patients IP-
negative recurred. Thus, the recurrence was significantly higher in cats IP-positive than
those IP-negative (p=0,03). The data obtained are the first regarding IP occurrence in cats
with SCC and paves the road for new studies to be developed, mainly to correlate the IP
with survival data and better definition of its prognostic value.

Keywords: Cutaneous neoplasia; Oncology; Nervous sheath; Prognosis; Cat.
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CAPITULO 1 - Considerac¢8es gerais

1. INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma neoplasia originada a partir da
transformag&o maligna do epitélio escamoso, localizado principalmente na pele, cavidade
oral e es6fago (Murphy, 2013). O CCE cutaneo € considerado uma das trés neoplasias
cutaneas mais frequentes em felinos, com incidéncia de aproximadamente 15% de todos
0s tumores cuténeos nesta espécie. Além disso, o CCE € de cavidade oral representa
70-80% de todas as neoplasias orais malignas em felinos (Hauck; Oblak, 2020).

A etiologia do CCE cutaneo esta fortemente associada a exposicdo a radiacao
ultravioleta (UV), e devido a isto, felinos de pelagem branca e esparsa com histérico de
exposicdo solar, estdo sob maior risco de desenvolvimento dessa neoplasia. Essa
neoplasia surge de forma mais frequente em regides da cabeca dos felinos,
especialmente em areas glabras de gatos de pelagem clara, incluindo o plano nasal,
orelhas, témporas, palpebras (Thomson, 2007; Murphy, 2013; Hauck; Oblack, 2020). Por
sua vez, o CCE oral ainda ndo possui fatores etiologicos bem estabelecidos, porém,
correlaciona-se seu surgimento com o uso de certos anti-pulgas, alimentos enlatados e
fumaca de cigarro (Bilgic et al., 2015; Sequeira et al., 2022).

A cirurgia é considerada o tratamento de primeira linha no CCE felino, oferecendo
maiores chances de cura local, no entanto, sua abordagem enfrenta alguns desafios,
como a localizacdo complexa das lesdes, dificultando a obtencdo de margens completas,
e os defeitos cosméticos que podem gerados. Diante disso, terapias adjuvantes mais
conservadoras podem ser utilizadas em associacdo a cirurgia ou como terapia Unica
(Hauck; Oblack, 2020).

Nos ultimos anos, a eletroquimioterapia (EQT) surgiu como uma terapia local
seletiva, que proporciona o tratamento do tecido tumoral, ao passo que preserva as
estruturas anatbmicas saudaveis. A EQT tem mostrado alta eficacia no controle do CCE

felino, com respostas objetivas que chegam a 97%, sendo hoje considerada também,



uma terapia de primeira linha para os felinos acometidos, principalmente em lesbes
menores e menos invasivas (Tozon et al., 2014; Spugnini et al., 2009; Simci¢ et al., 2021,
Ribeiro et al., 2023).

Apesar do tratamento local proporcionar grande chance de cura nesses pacientes,
principalmente para lesbes de estadiamento mais precoce, uma parcela de felinos
manifesta a doenca na sua forma mais agressiva, com altas taxas de recidiva local,
mesmo apos o tratamento adequado. Da mesma forma ocorre com pacientes humanos
com CCE, no entanto, ja existem fatores prognésticos bem estabelecidos que classificam
esses pacientes como de “alto risco”, permitindo uma abordagem individualizada para
tais (Schmults et al., 2013).

Dentre esses fatores progndstico, a presenca da invaséo perineural (IP) ganha
destaque, sendo considerada um dos fatores de malignidade mais importantes e
estudados em humanos com CCE, sendo a sua presenca associada a maiores taxas de
recidiva e menores sobrevidas (McCord et al., 2000; Clayman et al., 2005; Carter et al.,
2013; Haug et al., 2020).

Em contrapartida, a investigacdo de fatores prognosticos em felinos com CCE
ainda € muito escassa na medicina veterinaria, ndo existindo, até o momento, estudos
gue avaliem a IP nesses pacientes. Diante disso, hipotetizou-se que, assim como em
humanos, felinos com CCE podem também apresentar a IP, e sua presenca pode estar
relacionada a maiores taxas de recidiva e, potencialmente, ser reconhecida como um
fator prognostico negativo.

Sendo assim, o objetivo deste estudo € avaliar retrospectivamente a ocorréncia da
IP em felinos com CCE e correlacionar com a ocorréncia de recidiva local e de outras

variaveis clinicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.2. Carcinoma de células escamosas felino
O carcinoma de células escamosas (CCE) € uma neoplasia que se origina a partir

da transformacdo maligna das células do epitélio escamoso, com alta incidéncia em



felinos, representando cerca de 15% de todas as neoplasias de origem cutanea nessa
espécie (Murphy et al., 2013; Berlato et al., 2018; Hauck; Oblack, 2020).

As lesBes de CCE podem surgir em diferentes sitios anatdmicos compostos pelo
epitélio escamoso, incluindo a epiderme, derme, coxins e regido ungueal. Além disso, a
mucosa oral e esofagica também sado sitios de desenvolvimento para o CCE, que
representa cerca de 70% de todos os tumores de cavidade oral em felinos (Murphy et al.,
2013; Grandi; Rondelli, 2016; Hauck; Oblack, 2020). Outros locais relatados para
desenvolver CCE em felinos incluem a conjuntiva, cérnea, fossas nasais, laringe, pulmao,
esbfago, bexiga, préstata, pénis, colo do Utero, vagina e saco anal como exemplificado
(Moretto; Correa, 2013).

O comportamento biolégico do CCE se caracteriza como localmente invasivo, com
possibilidade de infiltracdo em tecidos mais profundos, como musculos e 0ssos
adjacentes em estagios mais avancados. Apesar disso, o CCE é considerado um tumor
de baixa capacidade metastatica, sendo o pulmao e linfonodos os sitios de predilecao
para disseminacgao regional e a distancia, respectivamente (Murphy et al., 2013; Hauck;
Oblack, 2020).

2.3. Etiologia e fatores de risco

Assim como em seres humanos, a etiologia do CCE é intimamente associada com
a exposicdo cronica da pele a radiacdo ultravioleta (UV). Devido a isso, seu
desenvolvimento € mais comum em felinos de pelagem pouco pigmentada, esparsa e
com historico de exposicao solar crénica (Hauck; Oblak, 2020). Além disso, a cabeca é
considerada o sitio anatdbmico mais comum para o desenvolvimento do CCE em felinos,
devido a maior exposicao solar. Além disso, as regides da cabeca que possuem maior
rarefacdo pilosa, incluindo plano nasal, pavilhdo auricular e palpebras, estdo sob maior
risco de desenvolvimento do CCE (Murphy, 2013).

Como os danos na pele possuem natureza cumulativa, a incidéncia do CCE é mais
elevada em felinos com média de idade de 10 a 12 anos. Até o momento, ainda foram
identificadas predisposicdo de género ou raca para o desenvolvimento de CCE,

entretanto, gatos da raca Siamés, com suas extremidades menos pigmentadas, podem



ser menos propensos a desenvolver a doengca (Thomson et al., 2007; Murphy et al.,
2013). Por conseguinte, gatos de pelagem longa, como Himalaias e Persas, também
apresentariam risco reduzido, uma vez que possuem maior cobertura pilosa protetiva.
Assim, gatos domésticos de pelagem curta apresentam maior predisposi¢éo para o CEC.

O mecanismo proposto para o desenvolvimento do CCE cutaneo e sua associagao
com a exposicao a radiacdo UV, também envolve o gene supressor tumoral TP53. Esse
gene codifica a proteina p53, que impede que células com danos genéticos progridam no
ciclo celular e propaguem esse dano as células-filhas. A radiacdo UV leva a mutacdes no
gene TP53, levando a sua inativacéo e instabilidade gendémica, e consequentemente,
culminando na transformacédo neoplasica das células escamosas da epiderme (Hauck;
Oblack, 2020). A forma mutante do gene TP53 foi detectada em 82% dos CCEs do
pavilh&do auricular felino, enfatizando a importante participacao deste gene na prevencao
do CCE induzido pelo sol (Villalobos; Kaplan, 2011). E importante ressaltar que essa
mutacdo também é identificada em felinos e humanos com lesbes cutaneas pré-
neoplasicas, como a ceratose actinica (Favrot et al., 2009; Pipponen et al., 2021). A
presenca da mutacdo no gene TP53 também é detectada no CCE oral em felinos, com
incidéncia reportada em até 69% dos gatos acometidos (Renzi et al., 2019).

Outros fatores também tém sido associados ao desenvolvimento do CCE cuténeo.
A infeccado pelo papilomavirus (PPV), associada a exposicao a radiacdo UV, ja foi
reconhecida como um fator de risco no desenvolvimento do CCE cutdaneo em seres
humanos (Munday; Kiupel, 2010). O PPV, por si s6, possui a capacidade de invadir e se
replicar no interior dos queratinécitos, culminando na estimulacdo da diferenciacao e
proliferacdo dessas células, que muitas vezes ja possuem alteracbes prévias pela
exposicao a radiacdo UV. O DNA do papilomavirus ja foi identificado em felinos com
ceratose actinica e CCE invasivo, entretanto, o significado dessa associacdo ainda nao
foi totalmente elucidado (Nespeca et al., 2006; O’neill et al., 2011; Hauck; Oblack, 2020).

Com relacdo ao CCE oral em felinos, alguns estudos investigaram potenciais
carcind6genos ambientais que podem contribuir para o seu desenvolvimento. Os fatores
de risco incluem o uso de coleiras anti-pulgas e a ingestdo de alimentos enlatados,

especialmente aqueles a base de atum. Além disso, foram encontradas correlacfes



discretas, mas estatisticamente insignificantes, entre a exposicdo a fumaca do tabaco e
o0 CCE oral felino (Bilgic et al., 2015; Sequeira et al., 2022).

2.4. Apresentacdo clinica

O CCE cutaneo se manifesta em felinos pelo desenvolvimento de lesbes
heterogéneas que podem variar entre lesdes superficiais ou profundas, ulceradas ou néo,
proliferativas ou erosivas, de aspecto crostoso ou forma de couve-flor. Devido a maior
exposicao solar e maior rarefacao pilosa, regides da cabeca sédo as mais frequentemente
acometidas, incluindo orelhas, témporas, plano nasal, palpebras e regido periocular.
Além disso, a ocorréncia de multiplas lesées em diferentes regides da cabeca também é
comum, uma vez que a influéncia da radiacao solar ocorre de forma quase homogénea
nessas regioes (Murphy et al., 2013; Hauck; Oblack, 2020) .

E frequente que os gatos acometidos pelo CCE cutaneo se apresentem com o
historico de terapia antibiotica e anti-inflamatdria prévia, devido a suspeitas diagnosticas
de lesbdes ndo neoplasicas, incluindo dermatopatias inflamatorias, infecciosas ou
traumaticas. Esse cenario contribui para o diagnodstico tardio da doenca, estando
associado a estagios mais avancados e pior prognostico no momento do diagndstico
assertivo (Rosolem et al., 2012).

Os sinais clinicos do CCE dependem da localiza¢do do tumor. Os tumores digitais
geralmente causam claudicacdo e ulceracdo do dedo. Tumores nasais podem causar
deformidade facial, secrecdo nasal e espirros. Os sinais de tumores orais incluem
excesso de salivacdo, sangramento oral, anorexia, perda de dentes, disfagia, perda de

peso e halitose (Villalobos; Kaplan, 2011).

2.5. Diagnostico e estadiamento

O diagnéstico assertivo do CCE é fundamental para a intervencdo terapéutica
precoce, que culmina em um melhor progndstico para a maioria dos casos. A
apresentacao clinica das lesdes, combinada ao histérico do paciente, pode sugerir
fortemente a suspeita diagnéstica de CCE. Entretanto, outras doencas cutaneas,

benignas ou ndo, podem levar a leses similares. Os principais diagndsticos diferenciais



incluem: epitelioma, papiloma escamoso, carcinoma basocelular, hemangiossarcoma
cutaneo, leishmaniose, dermatofitose, entre outros (Thomson, 2007; Rosolem et al.,
2012; Hauck; Oblack, 2020).

O exame citopatoldgico € um método rapido, facil e ndo invasivo que pode fornecer
o diagnostico presuntivo de CCE, sendo considerado um bom exame de triagem na
rotina. Entretanto, devido a presenca concomitante de inflamagdo e infeccdes
secundarias, a citologia resulta muitas vezes em diagndsticos inconclusivos. Dessa
forma, a obtencdo do diagnéstico definitivo é preconizada através avaliacdo
histopatolégica do tecido, que pode ser obtido por meio da técnica incisional ou excisional
(Thomson, 2007; Murphy et al., 2013).

O sistema de estadiamento do CCE felino segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) considera o tamanho tumoral e/ou profundidade da leséo (T — tumor) e a
presenca de metastases regionais (N — node) e a distancia (M — metastasis) (Owen,
1980). Para a correta classificacéo, todos os pacientes com suspeita de CCE devem
passar pelo estadiamento clinico e tumoral, incluindo exame clinico (avaliacdo e
mensuracdo das lesdes), laboratoriais (hemograma e bioquimicos), imaginolégicos
(ultrassonografia abdominal, radiografia toracica e de cranio, tomografia
computadorizada), assim como exames cito- ou histopatolégicos dos linfonodos

regionais, quando alterados macroscopicamente (Murphy et al., 2013).

2.6. Tratamento

O diagnostico precoce permite maiores chances de eficacia terapéutica,
especialmente porque o0s tumores pequenos e superficiais sdo mais passiveis de um
controle local efetivo. Diante da baixa taxa metastatica do CCE cutaneo, as terapias locais
sdo consideradas eficazes, e até curativas, para grande parte dos casos. As opc¢des de
tratamento local utilizadas em felinos com CCE incluem cirurgia, eletroquimioterapia,
crioterapia e, menos frequentemente, a radioterapia. Outras terapias locais também
incluem a plesioterapia, terapia fotodinamica (PDT) e quimioterapia intratumoral (Murphy
et al., 2013; Moretto et al., 2013; Prado et al., 2017; Simci¢ et al., 2021). As terapias

sistémicas incluem a quimioterapia e 0 uso de inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2),



geralmente recomendadas para pacientes com tumores inoperaveis, pouco diferenciados
ou metastaticos (Hauck; Oblack, 2020).

A cirurgia é considerada a principal opcao de tratamento para a maioria dos
pacientes com CEC, principalmente para lesdes localizadas na pina da orelha, palpebra
e em lesdes invasivas (Murphy et al., 2013; Hauck; Oblack, 2020). A grande limitacdo
dessa modalidade esta no fato de que, devido a localizacdo complexa dessas lesfes, a
cirurgia pode acarretar comprometimento anatomico e funcional importantes, com
resultado cosmético menos favoravel em casos especificos. Se a excisdo cirdrgica
completa ndo for factivel, ou se os tutores forem resistentes a procedimentos mais
invasivos, terapias adjuvantes podem ser realizadas, como a criocirurgia, radioterapia ou
eletroquimioterapia, cada qual com sua devida indicacao (Simcic¢ et al., 2021).

A crioterapia pode ser considerada para o controle local de tumores pequenos e
superficiais ou tumores que foram extirpados de forma incompleta, sendo um exame
pouco oneroso e prontamente disponivel. Estudos relataram que a crioterapia fornece
bom controle local por um ano ou mais para CCEs da cornea (Pucket; Gilmour, 2014;
Prado et al., 2017).

A radioterapia (RT) é mais comumente empregada para tumores do plano nasal,
cavidade nasal e cavidade oral (Villalobos; Kaplan, 2011; Bilgic et al., 2015; Gasymova
et al., 2017). Diferentes protocolos estédo disponiveis e podem ser indicados, no entanto,
seu uso no CCE felino é limitado, devido ao maior custo do tratamento, necessidade de
multiplas anestesias e efeitos colaterais (Simc¢i¢ et al., 2021). Gasymova et al. (2017)
avaliou a radioterapia definitiva com fracionamento acelerado em gatos com CCE de
plano nasal, obtendo bons resultados cosméticos e controle tumoral. Bilgic et al., (2015)
citam que os estudos que avaliam a eficacia da RT paliativa em cées e gatos com CCE
oral sdo limitados, e que 0s poucos existentes, ndo sdo promissores.

A plesioterapia com o °Estréncio consiste na aplicacdo tépica de uma fonte de
radiacdo na lesdo alvo. As doses de radiacéo tépica diminuem significativamente apos
uma profundidade de 2 mm. Portanto, o uso da plesioterapia é limitado a tumores
superficiais ou incompletamente excisados, principalmente os do plano nasal ou da

regidao ocular (Goodfellow et al., 2005; Moretto et al., 2013). Em um recente estudo



retrospectivo avaliando a eficacia da plesioterapia com estréncio-90 para gatos com CCE
do plano nasal, 13 de 15 gatos alcangaram uma resposta completa com um intervalo
mediano livre de doenca de 652 dias, com exclentes resultados cosméticos (Goodfellow
et al., 2005).

A terapia fotodinamica (TFD) € outra modalidade de tratamento local que tem sido
utilizada para o tratamento do CCE. O processo envolve a administracdo topica ou
injecdo intravenosa de um fotossensibilizador que se acumula preferencialmente nas
células neoplasicas. Uma vez ativado pela luz de comprimento de onda especifico, o
fotossensibilizador causa citotoxicidade e necrose tecidual. A maior limitacdo do
tratamento é a restricdo da entrada na luz no tecido. Devido a isso, o uso da TFD é
indicado em lesdes superficiais, com 1,5 a 2 cm de profundidade (Buchholz; Walt, 2013).
Buchholz et al. (2007) trataram 20 felinos com CCE cutaneo utilizando TFD com
formulagdo lipossomal, obtendo uma taxa inicial de resposta completa de 100% e
controle tumoral de 75%, depois de um ano.

Villalobos e Kaplan (2011) destacam que existem poucos relatos do uso de
guimioterapia intratumoral para caes e gatos com CEC. A terapia intratumoral com um
analogo da cisplatina foi ineficaz em gatos com CCE oral, muitos dos quais apresentaram
sinais de toxicidade variando de letargia e inapeténcia a rea¢cfes anafilactoides agudas.
Em comparacéo, o tratamento intratumoral com carboplatina pareceu seguro e eficaz
para gatos com CCE do plano nasal.

De forma geral, o CCE geralmente ndo é considerado um tumor
guimiorresponsivo. No entanto, a quimioterapia pode ser considerada em certas
circunstancias, incluindo sua utlizacdo em casos de tumores inoperaveis ou
metastaticos. Protocolos de terapia de agente Unico ou combinado contendo bleomicina,
cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida, doxorrubicina e 5-fluorouracil ja foram avaliados
(Hauck; Oblack, 2020). No entanto, o emprego da quimioterapia em felinos com CCE
permanece questionavel, com baixas taxas de resposta e sem aparente beneficio no
aumento da sobrevida (Rosolem et al., 2012; Hauck; Oblack, 2020).

Diferentes estudos relataram aumento da expressdo de COX-2 no CCE felino.

Além de seus efeitos antiinflamatérios, os inibidores da COX-2 podem ter propriedades



antitumorais. No entanto, o papel dos inibidores de COX-2 no manejo do CCE ainda
precisa de maior investigacao (Moretto et al., 2013).

Diante do exposto, lesbes de CCE de menor tamanho e invasividade, tendem a
responder de forma mais favoravel aos tratamentos locais instituidos (Murphy et al.,
2013). No entanto, é extremamente comum felinos com lesdes neoplasicas ja em
estadiamento avancado no momento do diagnéstico. Neste ponto, as opcdes de
tratamento local como a cirurgia e a criocirurgia, sao inviabilizadas devido a extensdo da
lesdo e ao possivel comprometimento anatdmico e funcional que resultaria do
procedimento.

Diante desses desafios, a eletroquimioterapia (EQT) surge como uma modalidade
de tratamento mais conservadora, e que, devido sua seletividade inerente, proporciona
um tratamento eficaz ao passo que preserva a anatomia e funcionalidade das estruturas

saudaveis adjacentes (Mir et al., 2006a; Spugnini et al., 2019; Simci¢ et al., 2021).

2.7. Eletroquimioterapia

A EQT é uma modalidade de tratamento local bem estabelecida na na oncologia
veterinaria e humana, destacando-se como por sua eficacia e seguranca, sendo benéfica
nao apenas como tratamento paliativo, mas também como abordagem curativa
(Zimmermman; Scheurich et al., 1981; Orlowski et al., 1988; Mir, 2006b; Escoffre; Rols,
2012).

Em 2006 foram publicados os primeiros Procedimentos Operacionais Padrao
(SOP), que padronizou o uso da EQT pela primeira vez na medicina humana (Mir et al.,
2006"). Apesar da EQT ser utilizada na veterinaria desde 1997, apenas em 2016 foi
publicado o primeiro SOP que padroniza seu uso em céaes e gatos (Tozon et al., 2016), e
mais recentemente, foram publicados o0s guias veterinarios para o uso da EQT em
tumores superficiais (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

A eletroquimioterapia (EQT) consiste na aplicacdo sistémica ou local de
guimioterapicos de baixa capacidade de internalizacdo celular, combinados a aplicacao
de pulsos elétricos. Tal fenbmeno culmina no aumento da permeabilizacdo celular,

internalizacdo do farmaco aplicado e maximizacao de seu potencial citotoxico.
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2.7.1. Eletropermeabilizagéo

A membrana plasmatica das células é composta por uma bicamada lipidica,
mantida nesta conformacao devido a acéo de forcas eletromagnéticas muito intensas,
resultando em um potencial de repouso estavel, que dificulta a internalizacdo de
moléculas hidrofilicas para o meio intracelular. Porém, com a aplicacdo dos pulsos
elétricos, é gerado um potencial transmembrana induzido tdo intenso que supera o
potencial de repouso inicial da membrana, culminando na formagéao de pequenos poros
ao longo da membrana, fendbmeno este denominado de eletropermeabilizagdo (Mir;
Orlowski, 1999; Miklav¢€ic et al., 2014; Yarmush et al., 2014).

Na EQT, a formacao dos poros deve ocorrer de maneira reversivel, em que a célula
retorna rapidamente a sua conformacéao original. Dessa forma, o campo elétrico aplicado
deve ser intenso o suficiente apenas para levar a formac&o de poros e permitir a entrada
do quimioterapico. No entanto, se o campo elétrico aplicado atinge um limiar critico,
ocorre uma perturbacao no fluxo iénico e ativacao das vias de apoptose, levando a morte
tanto das células tumorais como saudaveis. Esse fendbmeno é denominado de
eletropermeabilizacéo irreversivel, sendo indesejavel quando se objetiva a realizacéo da
EQT (Mir; Orlowski, 1999; Yarmushi et al., 2014; Spugnini; Baldi, 2019).

2.7.2. Parametros elétricos

A efetividade da EQT se baseia em alguns critérios essenciais: 1) presenca do
guimioterapico em concentracdes suficientes na area a ser tratada; 2) cobertura de toda
a area tumoral e margens pelo campo elétrico; 3) parametros elétricos adequados; 4)
caracteristicas tumorais; 5) escolha do quimioterapico e vias de administracao; 5)
aplicacdo adequada da técnica (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

O aparelho gerador de pulsos deve ser configurado para entregar os pulsos
elétricos de acordo com parametros elétricos adequados, essenciais para a efetividade
do tratamento. Os parametros elétricos mais comumente utilizados e relatados em

diferentes estudos consistemem oito pulsos consecutivos com duracdo de 100 ps,
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entregues em uma frequéncia que pode variar de 1 Hz a 5 kHz e voltagem de 1000 a
13000 V/cm (Mir, 2006°; Tozon et al., 2016).

O tempo para aplicacdo dos pulsos deve ser, preferencialmente, dentro 40
minutos, no entanto esse tempo pode ser estendido em casos de pacientes mais idosos
ou com a funcao renal reduzida. No entanto, para qualquer caso, € indicado continuar a
aplicacdo dos pulsos mesmo apds passar o tempo preconizado, pois ainda havera efeito
antitumoral, mesmo que menor (Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

2.7.3. Quimioterapicos e mecanismos de acdo da EQT

Os principais farmacos antineoplasicos utilizados em protocolos de EQT séo a
bleomicina (BLM) e a cisplatina. Esses farmacos possuem uma dificuldade inerente de
atravessar a bicamada lipidica, devido a suas propriedades hidrofilicas. Assim, quando
utilizados como agentes Unicos, ndo conseguem atingir uma concentragao suficiente para
um efeito citotdxico relevante, resultando em uma menor efetividade. Dessa forma, a
eletropermeabilizacdo celular permite a internalizacdo desses farmacos de forma
eficiente, maximizando seu efeito citotoxico e acao antitumoral (Mir et al., 1991; Orlowski
et al.,, 1988; Gothelf; Mir; Gehl, 2003; Teissie; Golzio; Rols, 2005). Apesar de
compartilharem essas caracteristicas, a BLM é considerada o farmaco de escolha em
protocolos de EQT, por diferentes razdes, baseadas principalmente em suas
caracteristicas naturais e mecanismo de acgao.

Naturalmente, a BLM possui uma maior dificuldade de atravessar a membrana
plasmatica do que a cisplatina. Sua internalizacdo depende de uma proteina carreadora
pobremente expressa na membrana celular. Combinado a isso, sua natureza hidrofilica
e o0 tamanho de suas moléculas também limitam sua internalizacdo natural. Porém,
guando associada ao campo elétrico na EQT, as moléculas de BLM se difundem quase
gue por difusdo passiva através da membrana, sendo sua internalizacao potencializada
em 300 a 700x. Por sua vez, a cisplatina tem sua internalizacédo potencializada em menor
escala, cerca de 4-8x, quando associada ao campo elétrico (Mir et al., 20069)

O mecanismo de acdo da BLM é denominado de “morte celular mitética”,

conferindo ao tratamento uma seletividade Unica. Uma vez no interior da célula, as
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moléculas de BLM adentram no nucleo e levam a pequenas “quebras” no DNA celular.
Essas pequenas quebras se multiplicam e se acumulam a medida que a célula se divide,
culminando em uma fragmentacé&o tao intensa do DNA que a célula ndo consegue mais
se dividir e entra no processo de morte celular (Tounekti et al., 1993).

Considerando esse mecanismo, as células que morrem sdo aquelas que se
replicam de forma frequente e disfuncional, sendo estas, as células neoplésicas. Dessa
forma, a citotoxicidade da BLM é direcionada para as células tumorais, uma vez que as
células do tecido saudavel, mesmo que recebam os pulsos elétricos, permanecem
saudaveis por serem quiescentes e metabolicamente estaveis (Tounekti, 1993; Mir,
20068, Tellado, Mir & Maglietti, 2022). Em contrapartida, o mecanismo de acéo da
cisplatina € por meio das vias de apoptose classica, resultando na morte das células
tumorais e saudaveis que receberam os pulsos elétricos (Mir et al., 20067).

Outra vantagem da BLM é a possibilidade de ser administrada pela via
intravenosa, que permite uma distribuicdo homogénea de suas moléculas na regido a ser
tratada, garantindo uma melhor eficacia em tumores, multiplos, grandes e/ou ulcerados.
Além disso é uma via que confere maior seguranca a administracdo, minimizando a
contaminacao pessoal e ambiental, mais comuns na aplicacdo intratumoral. A cisplatina,
entretanto, deve ser administrada somente pela via intratumoral, devido ao maior risco
de toxicidade renal e pulmonar quando aplicada pela via sistémica (Mir et al., 2006%;
Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

O efeito antitumoral da EQT € proporcionado majoritariamente pelo efeito
citotoxico direto do quimioterapico aplicado, conforme exposto. No entanto, existem
mecanismos indiretos que também contribuem com a morte tumoral, denominados de
efeitos imunolégicos e anti-vasculares (Mir et al., 20062, Tellado, Mir & Maglietti, 2022).

Os efeitos anti-vasculares ocorrem por duas vias principais, a imediata e a tardia.
A acao imediata da EQT na vasculatura tumoral ocorre através de um processo chamado
de “vascular lock”, resultante da vasoconstricdo local e hipoperfusdo transitéria, com
consequente encarceramento da droga no interior da area eletroporada. De forma mais
tardia, a EQT também ira levar a morte das células endoteliais dos vasos sanguineos

tumorais, que também sdo células neoplasicas e de alta replicacdo, culminando na
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destruicdo da vasculatura tumoral e consequente hipdxia (Mir, 20062; Sersa et al., 2008;
Jarm et al., 2010).

O efeito imunoldgico é resultante da liberacdo de substancias especificas, como
0s antigenos tumorais e moléculas sinalizadoras de perigo (DAMPS), pelas células que
estdo em processo de morte. Essas substancias servem como sinalizadores, que sao
reconhecidos pelas células apresentadoras de antigenos e mondécitos, e apresentadas
aos linfocitos T efetores nos 6rgéos linfaticos, estimulando a migracao de células imunes
para a regido tumoral e a consequente a morte celular imunogénica (Gerlini; Di Gennaro;
Borgognoni, 2012; Calvet, 2014; Sersa, 2015).

2.7.4. Aplicacdo da EQT no CCE felino e humano

Assim como em felinos, o CCE € uma das neoplasias malignas cutdneas que mais
afetam os seres humanos em todo o mundo, sendo também considerada como uma
neoplasia localmente invasiva, que pode se tornar de dificil controle local devido ao
diagnastico tardio e estadiamento avancado (Tannehill-Gregg et al., 2006).

Nos ultimos anos, a EQT surgiu como uma alternativa para o tratamento local do
CCE em ambas as espécies, permitindo uma abordagem menos invasiva e bastante
eficaz, preservando estruturas anatdbmicas importantes e obtendo respostas objetivas de
83 a 96%, em humanos e felinos, respectivamente (Mir, 2006°; Tozon et al., 2014;
Spugnini et al., 2009; Simci¢ et al., 2021; Bertino et al., 2022).

2.8. Fatores prognaosticos

Conforme o exposto, o CCE felino e humano compartilham diversas similaridades
guanto ao comportamento bioldgico, patogénese, fatores etioldgicos e resposta a terapia
(Tannehill-Gregg et al., 2006). Apesar de ser uma neoplasia considerada de baixa taxa
metastatica e possuir altas chances de controle e/ou cura com o tratamento local, uma
parcela dos pacientes desenvolvem tumores mais agressivos, recidivantes e refratarios
ao tratamento.

Com o objetivo de identificar precocemente esses pacientes, diversas

caracteristicas histopatolégicas ja foram identificadas com valor progndéstico para os
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humanos com CCE, incluindo a baixa diferenciacdo tumoral, invaséo linfovascular,
invasdo além da derme, tamanho tumoral > 2cm, invasdo perineural, entre outros
(Schmults et al., 2013). A presenca desses fatores foi correlacionada com menores taxas
de sobrevida, maiores taxas de metastases e de recidiva local, e por isso, classificados
como pacientes de “alto risco” (Carter et al., 2013; Haugh et al., 2020).

Em contrapartida, a determinacdo do progndstico em felinos com CCE se baseia
em caracteristicas clinicas empiricas e no estadiamento tumoral. O estadiamento
tumoral, apesar de ser um fator prognostico melhor definido, € pouco sensivel em
predizer o progndstico de forma precoce, limitando a identificagcdo dos pacientes de “alto

risco” em tempo habil para instituir um tratamento e acompanhamento individualizados.

2.9.1 Invasédo em bainha perineural

A invasdo em bainha perineural, ou invasao perineural (IP), consiste em
uma via de invasédo tumoral na qual as células neoplasicas se proliferam ao longo da
extensdo dos nervos, no seu interior e ao seu redor, culminando na disseminacao para
sitios distantes. No entanto, a IP ndo € um processo unilateral, causado apenas por parte
das células tumorais, mas envolve uma complexa e reciproca interacdo entre o
microambiente tumoral e os componentes dos nervos (i.e. células de Schwann e
neurdnios). De forma geral, os fatores neurotropicos, ou neurotrofinas, sédo liberados
pelas células tumorais no microambiente local, sendo detectados pelas células de
Schwann e neurdnios, que em resposta, também secretam fatores neurotropicos que
promovem a proliferacao, invaséo e migracao do tumor em direcdo aos nervos (Zhang et
al., 2018; Chen et al., 2019; Misztal et al., 2021; Niu et al., 2022). Sdo exemplos de
neurotrofinas envolvidas neste processo: a molécula de adeséo celular neuronal-1
(NCAM-1), o fator de crescimento nervoso (NGF) e o fator neurotrépico derivado da

linhagem de células gliais (GDNF), entre outros (Figura 1). Os respectivos receptores das



15

neurotrofinas também séo expressos pelas células tumorais e nervosas (Chen et al.,
2019; Misztal et al., 2021).

Células
tumorais

Varias moléculas:
Ex: NGF, GDNF, MMPs,
NCAM, quimiocinas

Liberagdo

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de invasdo perineural. Diferentes
moléculas (neurotrofinas) s&o liberadas pelas células tumorais e nervosas no
microambiente tumoral, promovendo a migracdo de células tumorais em direcdo aos
nervos e sua consequente invasao. NGF, fator de crescimento nervoso; GDNF, fator
neurotrépico derivado da linhagem glial; NCAM, molécula de adesédo celular neuronal;
MMP, metaloproteinases de matriz (Adaptado de Zhang et al. 2018).

A IP ja foi identificada como um dos marcadores de malignidade mais importantes
em humanos com CCE, sendo descrita em diversos estudos e sua avalia¢ao padronizada
e obrigatéria nos laudos histopatolégicos (McCord et al., 2000; Clayman et al., 2005;
Carter etal., 2013; Haugh et al., 2020). A incidéncia da IP em humanos com CCE cutaneo
varia de 2,4 a 14%, aumentando para 24% em casos recidivantes. A identificacdo da IP
também tem sido associada com a localizacdo anatdmica, grau de diferenciacéo, e
tamanho tumoral. Segundo Campoli et al. (2014), 88,5% dos casos de CCE cutaneo

estavam localizados em cabeca e pescoco e sua presenca foi altamente associada a
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tumores pobremente diferenciados. Por sua vez, Carter et al. (1983) demonstrou que IP
esteve presente em 64% dos casos quando os tumores possuem dimensdes maiores
qgue 2,5 cm e 11% quando sao menores de 2.5 cm.

No entanto, até o0 momento, ndo ha investigacdes acerca da incidéncia de IP na
espécie felina, e da sua associacdo com o comportamento tumoral e progndstico. Assim,
diante da similaridade entre o CCE humano e felino e da relevancia da IP na patogénese
do CCE humano, a investigacao da IP em felinos representa um ponto de partida para a
identificac@o de felinos de “alto risco”. Isso se torna imprescindivel para a identificagédo
daqueles pacientes com maiores chances de refratariedade ao tratamento e piores

prognosticos, proporcionando um melhor planejamento terapéutico.
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CAPITULO 2 — Avaliacdo retrospectiva da invas&o perineural como
fator preditivo de recidiva local em felinos com carcinoma de células

escamosas tratados com eletroquimioterapia

RESUMO - O carcinoma de células escamosas (CCE) é considerado uma neoplasia
maligna que compreende cerca de 15-25% de todos os tumores cutaneos e de 70-80%
de todos os tumores orais em felinos. Assim como em humanos, o CCE felino é
caracterizado por um comportamento altamente invasivo localmente, entretanto,
apresenta baixas taxas metastaticas. Diante disso, o tratamento local efetivo pode ser
considerado curativo para a maioria dos pacientes, incluindo principalmente a cirurgia, a
eletroquimioterapia (EQT), a criocirurgia ou a combinagdo destes Ainda assim, essa
doenca pode se manifestar de forma mais agressiva em uma parcela dos pacientes,
culminando em maiores taxas de recidiva, mesmo quando tratados adequadamente. Em
humanos, a invasao perineural (IP) ja foi descrita como uma importante via de
disseminacao tumoral, sendo associada ao CCE cutaneo e oral de alto risco, o que
confere uma maior agressividade tumoral, culminando em maiores taxas metastaticas e
de recidiva, maior resisténcia a terapias locais e menores tempos de sobrevida. Em
contrapartida, a IP em felinos com CCE ainda né&o foi descrita, assim como seu valor
prognostico. O presente estudo objetivou avaliar a IP em uma populacao de felinos com
CCE tratados com EQT, correlacionando sua presenca com a ocorréncia de recidiva local
e outras variaveis clinicas. Foram selecionados de forma retrospectiva 24 felinos com o
diagnostico histopatologico de CCE atendidos no centro oncolégico Vet Cancer (Séo
Paulo, SP, Brasil), durante o periodo de 2013 a 2021. A instituicdo da EQT como terapia
Unica, a avaliacdo histopatolégica da IP e a auséncia de metastases a distancia, foram
padronizados como os critérios de inclusdo. Dados referentes a presenca de IP, resposta
inicial a terapia, ocorréncia de recidiva e efeitos adversos foram obtidos a partir dos
prontuarios clinicos. A taxa de resposta completa inicial foi de 96% (23/24). A IP foi
identificada em 33% dos gatos (8/24 - grupo IP positivo), enquanto que 67% estavam
livres desta invasédo (16/24 - grupo IP negativo). Todos os pacientes do grupo IP positivo
apresentaram recidiva local, enquanto que apenas 5 pacientes do grupo IP negativo
recidivaram. Assim, o indice de recidiva foi significativamente maior nos felinos com IP
do que os sem IP (p=0,03). Esses resultados sdo os primeiros acerca da IP em felinos
com CCE e servem de premissa para que novos estudos sejam realizados,
principalmente a fim de correlacionar a presenca de IP com dados de sobrevivéncia e
melhor definicdo de seu valor progndstico.

Palavras-chave: Neoplasia cutanea; Oncologia; Bainha nervosa; Progndstico; Gato.
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Retrospective evaluation of perineural invasion as a predictive factor of
local recurrence in cats with squamous cell carcinoma treated with

electrochemotherapy

ABSTRACT - Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant neoplasia, which
represents, approximately, 15-25% of all feline cutaneous tumors and 70-80% of all feline
oral tumors. As in humans, feline SCC is characterized to be highly invasive locally,
however, its metastatic rate is low. In front of this, an effective local treatment can be
considered curative for the majority of the patients, and includes surgery,
electrochemotherapy (ECT), cryosurgery, or a combination of them. Still, this neoplasia
can be manifested more aggressively in a portion of patients, leading to higher recurrence
rates, even if treated properly. In humans, the presence of perineural invasion (IP) has
already been described as a relevant tumor dissemination route, being associated to the
high-risk CCE and higher tumor aggressiveness, which results in higher metastatic and
recurrence rates, resistance to local treatments and short survivals. However, IP has not
been described in felines with CCE, as well as its prognostic value. This study aimed to
evaluate the IP occurrence in a feline population with CCE treated with ECT, correlating
its presence with the occurrence of local recurrence and other clinical variables. Twenty-
four cats, with histopathological diagnosis of SCC, were retrospectively selected from the
clinical records of the oncological center Vet Cancer (Sao Paulo, SP, Brazil), between
2013 and 2021. EQT as sole therapy, histopathological evaluation of IP, and absence of
distant metastatic disease were the inclusion criteria. Data regarding to IP presence, initial
response to therapy, local recurrence and adverse events were collected from the clinical
records. Complete response rate was 96% (23/24). IP was identified in 33% of the cats
(8/24 — IP-positive group), while 67% were free of this invasion (16/24 — IP-negative
group). All the IP-positive patients developed local recurrence, while only 5 patients IP-
negative recurred. Thus, the recurrence was significantly higher in cats IP-positive than
those IP-negative (p=0,03). The data obtained are the first regarding IP occurrence in cats
with SCC and paves the road for new studies to be developed, mainly to correlate the IP
with survival data and better definition of its prognostic value.

Keywords: Cutaneous neoplasia; Oncology; Nervous sheath; Prognosis; Cat.
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INTRODUCAO

O carcinoma de células (CCE) é considerado um dos trés tumores mais incidentes
na pele de felinos, representando cerca de 15 a 25% de todas as neoplasias cutaneas
nessa espécie. Além disso, o CCE é considerado a neoplasia oral mais comum em felinos
(Murphy et al., 2013; Berlato et al., 2018; Hauck; Oblack, 2020).

A etiologia do CCE cutaneo esté intimamente associada a exposicdo crbnica a
radiacdo ultravioleta (UV) e os felinos de pelagem clara e glabra tem alta predisposi¢céo
ao seu desenvolvimento, devido a menor protecdo natural da pele aos raios UV
(Thomson, 2007). Os sitios anatémicos mais comumente acometidos incluem regifes da
cabeca, como pina da orelha, ttmporas, plano nasal e regido periocular, devido a menor
cobertura pilosa e por serem regides mais expostas ao sol (Murphy et al., 2013; Hauck;
Oblack 2020).

O CCE é uma neoplasia com comportamento invasivo localmente, podendo
destruir tecidos adjacentes ao tumor, como 0ssos e cartilagem. No entanto, sua
capacidade metastatica é considerada baixa e de desenvolvimento lento. Apesar disso,
pode metastatizar por via linfatica ou hematdgena, sendo 0s principais sitios os
linfonodos regionais e pulmdes (Hauck; Oblack, 2020).

Os principais fatores que influenciam na deciséo terapéutica sao a localizacéo e o
estadiamento tumoral, que inclui o tamanho e extenséo da lesdo (Owen, 1980). Diante
da menor propensédo a disseminacdo metastatica, o tratamento local € considerado a
principal modalidade terapéutica no CCE cutaneo, incluindo principalmente a cirurgia,
radioterapia, crioterapia e eletroquimioterapia (Murphy et al., 2013; Moretto et al., 2013;
Prado et al., 2017; Sim¢ic¢ et al., 2021). A cirurgia € considerada o tratamento que oferece
maiores taxas de cura local, no entanto, a obtencdo de margens de seguranca se torna
muito dificil em alguns casos, devido a localizacdo complexa das lesbes e ao
estadiamento avancado (T3 e T4) ao diagnéstico (Murphy et al., 2013; Simci¢ et al.,
2021).

A eletroguimioterapia (EQT) representa uma abordagem terapéutica local, ja

padronizada para o tratamento de humanos e felinos com CCE. A EQT se destaca por
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sua eficécia e seletividade, que proporciona a destrui¢cao das células tumorais, a0 mesmo
tempo que preserva o tecido saudavel adjacente, garantindo o tratamento das margens
da lesdo. Tal efeito proporciona maiores chances de conservacao cosmética, anatdbmica
e funcional do paciente. No entanto, assim como na cirurgia, o resultado também
depende da extensao da leséo (Mir et al., 2006; Tozon et al., 2016; SimcCi€ et la., 2021).

Apesar das diferentes possibilidades terapéuticas locais, uma parcela de pacientes
humanos e felinos apresentam o CCE na sua forma mais agressiva e recidivante, mesmo
com a instituicdo de terapias adequadas. Diferentes caracteristicas histopatolégicas ja
foram identificadas em pacientes humanos, associadas com piores prognésticos,
classificando-os como pacientes de “alto risco” (Schmults et al., 2013; Carter et al., 2013;
Haug et al., 2020). Dentre essas caracteristicas, a invasao perineural (IP) ganha
destaque, sendo considerado um dos marcadores de malignidade mais importantes nos
humanos acometidos, associada a maiores taxas de recidiva local, metastases e piores
prognosticos (McCord et al., 2000; Clayman et al., 2005; Carter et al., 2013; Haug et al.,
2020). A IP é considerada uma complexa e reciproca via de disseminacéo tumoral que
envolve interacdes dinamicas entre as células tumorais e 0s componentes nervosos (e.g.
células de Schwann e neurbnios), culminando na migracdo, invasdo e proliferacédo
tumoral ao redor e no interior dos nervos (Misztal et al., 2021)

Em contrapartida, poucos fatores prognosticos foram estabelecidos para felinos
com CCE, sendo o principal deles o estadiamento clinico e tumoral. No entanto, o
estadiamento avancado é um marcador progndstico tardio, quando poucas opc¢des de
controle local restam (Tozon et al., 2014; Simci¢ et al., 2021). Assim, € imprescindivel a
investigacao por fatores progndésticos que otimizem identificacdo precoce dos felinos que
possam apresentar maior risco de refratariedade ao tratamento e pior progndstico,
permitindo melhor planejamento terapéutico.

Assim, o presente estudo teve como objetivo primario avaliar a invaséo perineural
no CCE felino, e correlacionar sua presenca com a ocorréncia de recidiva local e outras

variaveis clinicas, em uma populacao de felinos com CCE tratados com EQT.
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MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

O presente estudo clinico retrospectivo foi realizado de acordo com as diretrizes e
regulamento do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP/FCAV), Jaboticabal/SP (n° de protocolo
9849/2023).

Selec&o de animais

Os prontuarios clinicos dos felinos atendidos no centro oncoldgico Vet Cancer (S&o
Paulo, SP, Brasil), durante o periodo de 2013 a 2021, foram avaliados retrospectivamente
a fim de identificar os felinos com o diagndstico de carcinoma de células escamosas
(CCE), tratados com eletroquimioterapia (EQT). Os critérios para a inclusdo dos animais
no estudo foram o diagnostico histopatolégico de CCE, avaliacdo histopatologica da
invasdo em bainha perineural e a instituicdo da EQT como tratamento Unico. Como
critérios de exclusdo, foram considerados a presenca de metastases a distancia ao
diagnastico e pacientes submetidos a cirurgia, ou outros tratamentos locais e sistémicos,
associados a EQT.

Os dados coletados dos prontuarios incluiram idade, género, raca, localizacdo e
numero das lesdes, avaliacdo de metastases a distancia (ultrassonografia abdominal e
radiografia de torax), protocolo de EQT utilizado, nimero de sessbes de EQT, efeitos
adversos, resposta inicial a EQT e ocorréncia de recidiva local. Informacfes sobre o
tamanho tumoral, resposta a EQT apds a recidiva, tempo livre de doenca e tempo de
sobrevida ndo estavam disponiveis para todos os pacientes, e por isso, ndo foram
incluidas neste estudo.

Todos os laudos histopatolégicos foram revisados para coleta de informacdes
acerca do diagnéstico e presenca de invasdo em bainha perineural. A partir disso, 0s

felinos eram divididos em dois grupos: Grupo IP positivo, para aqueles em que foi
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detectada a invaséo perineural; e Grupo IP negativo, para aqueles em que a invasao
perineural n&o foi detectada.

O diagnéstico foi obtido através da andlise histopatoldgica transoperatoria em
todos os pacientes do estudo, e logo ap6s a confirmacao diagnéstica, a EQT era aplicada.
Todos os procedimentos foram realizados com os felinos sob anestesia geral. Para a
inducdo anestésica foi utilizado propofol (Lipuro® 10 mg/ml; Braun, Melsungen,
Alemanha) por via intravenosa, na dose de 5 mg/kg, seguido por intubac&o endotraqueal.
Para a manutencédo anestésica foi utilizado isoflurano (Genérico, Laboratério Biochimico,
Itatiaia, Rio de Janeiro, Brasil).

Avaliacao histopatologica transoperatéria

A avaliacao histopatoldgica transoperatéria utilizou a técnica de histopatologia por
congelacdo, compreendendo as etapas de analise macroscopica da amostra, clivagem,
congelacdo com CO2 comprimido e realizagcdo de cortes de aproximadamente 5
micrometros de espessura em microtomo de congelacao portatil (Leica). Em seguida, os
cortes foram corados com azul de toluidina e analisados ao microscopio de luz (Nikon
YS2).

A amostra tumoral foi mantida em soluc&o de formol a 10% para o processamento
convencional e analise posterior em laminas histolégicas coradas por hematoxilina e
eosina para confirmacao e descricdo mais detalhada das caracteristicas morfologicas da
neoplasia, incluindo a avaliagdo da invasdo perineural. Para a avaliacdo da IP foi
considerada a area padrdo de 2.37 mm? e o nimero de campos variou entre 12 e 15
(400x). A amostra foi considerada “IP positiva” quando havia a presenga de células
tumorais invadindo o nervo (Figura 2). Todas as avaliagcdes histopatologicas, por

congelacao e convencional, foram realizadas pelo mesmo patologista certificado.
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Figura 2. Fotomicrografia histoldgica de paciente felino com CCE (IP positivo),
apresentando células tumorais totalmente ao redor do nervo e em seu interior
(H&E).

Protocolo de eletroquimioterapia

A EQT iniciou-se com a aplicacéo intravenosa da bleomicina (Bleovet®), na dose
de 15,000 Ul/m2, diluida em 5 mL de solucéo salina. Apés 8 minutos, os pulsos elétricos
eram aplicados por toda a extensdo da lesdo, assim como nas margens saudaveis
circundantes, durante uma janela de tempo de 40 minutos, segundo as recomendacodes
de Tellado, Mir e Maglietti (2022).

O protocolo de eletroporacéo instituido consistiu na aplicagéo de 8 pulsos elétricos
de alta voltagem, com tensao de 1300 V/cm, frequéncia de 5Khz e duragéao de 100 ps,
para cada disparo realizado. O aparelho gerador de pulsos utilizados foi o VETCP 125®
(VET CANCER/IMPLASTIC, S&o Paulo, SP - Brasil), o qual é composto por duas
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sequéncias de trés agulhas de aco inoxidavel (1,1 mm de espessura cada), equidistantes
por 5 mm e com distancia de 3 mm entre as agulhas ipsilaterais.

ApoOs a conclusédo do procedimento, os pacientes recebiam dipirona (25 mg/kg, 1V,
dose unica) e cetoprofeno (1 mg/kg, VO, dose Unica). Na auséncia de complicagbes, os
pacientes recebiam alta com a prescricdo domiciliar de dipirona (25 mg/kg, VO, SID, 3-5
dias), cetoprofeno (1 mg/kg, VO, SID, 3-5 dias) e amoxicilina com clavulanato de potassio
(15 mg/kg, VO, BID, 7 dias).

Os animais foram examinados nos dias 7, 14, 21 e 30 ap6s o procedimento, e
depois a cada 30 dias. Em cada retorno, era realizado o exame clinico geral do paciente,
assim como a coleta de exames laboratoriais, incluindo hemograma completo e dosagens
bioquimicas (creatinina, uréia, ALT e FA). Os exames de ultrassonografia abdominal e
radiografia toracica eram realizados a cada trés meses, para fins de estadiamento, ou de

acordo com a necessidade do animal.

Avaliacao de resposta

De acordo com o critério de avaliacdo de resposta RECIST (Eisenhauer et al.,
2009), a resposta local foi categorizada em: RC (reposta completa) - desaparecimento
completo da lesdo; RP (resposta parcial) - reducao dalesdo em mais de 30%; DE (doenca
estavel) - a lesdo ndo aumenta mais de 20% nem diminui em mais de 30%; DP (doenca
progressiva) - aumento da lesdo em mais de 20%.

A avaliacdo da resposta foi realizada 30 dias apos cada sessédo de EQT e uma
nova sessao era recomendada se ainda houvesse evidéncia de lesdo macroscépica. Em
casos em que foram identificadas pequenas areas suspeitas de lesdo neoplasica, uma
nova biopsia incisional era realizada para confirmacao e planejamento de nova sesséo
de EQT.

Avaliacao de seguranca
Os efeitos adversos e toxicidade local foram classificados utilizando um escore de

toxicidade de 6 pontos, desenvolvido por Lowe et al., onde: 0 - sem toxicidade, 1 - edema
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leve, 2 - edema moderado/necrose < 1cm, 3 - edema severo, 4 - necrose profunda e 5 -
edema severo e perda tecidual.

Andlise estatistica

A presenca de invasdo da bainha perineural, indice de recidiva e escore de
toxicidade foram previamente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e,
ndo havendo distribuicdo normal, o teste de Wilcoxon serd utilizado para a comparacdo
das variaveis. Ademais, 0s grupos com e sem acometimento da bainha perineural foram
submetidos a Andlise de Componentes Principais (ACP), de acordo com a presenca da
IP e taxa de recidiva. Os célculos estatisticos foram realizados através do programa de

software R® (verséo 4.2.2, 2022), com nivel de significancia de 95% (p< 0,05).

RESULTADOS

Neste estudo foram selecionados 24 felinos com um total de 30 les6es de CCE
diagnosticadas por meio do exame histopatolégico. Destes, 96% (23/24) eram sem raca
definida (SRD), e apenas um (4%) era da raca Angora. As fémeas foram mais acometidas
(62.5% - 15/24) do que os machos (37.5% - 9/24), e a idade média geral ao diagnostico
foi de 11 anos. Dos 18 pacientes em que a informacéo acerca da coloracéo da pelagem
estava disponivel nos prontuarios, 88% (16/18) possuiam pelagem branca, parcialmente
(50%; 8/16) ou totalmente (50%; 8/16), e apenas um paciente era de pelagem de cor
(preta) (Tabela 1).

A invasdo em bainha perineural foi identificada em 33% dos gatos (8/24 - grupo IP
positivo), enquanto que 67% estavam livres desta invasao (16/24 - grupo IP negativo)
(Tabela 1).



Tabela 1. Dados clinicos e de tratamento nos 24 felinos com CCE inclusos no estudo
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Paciente # Género/ldade Coloracéo de Localizagédo tumoral Invasao Total de Resposta Recidiva
(anos) pelagem perineural sessdes de inicial
EQT
1 F/8 Branco e amarelo Regido mentoniana Sim 1 RC Sim
2 F/11 Branco e preto Labio Sim 2 RC Sim
3 M/14 Branco Orelha Sim 1 RC Sim
4 M/13 NE Plano nasal Sim 4 RC Sim
5 F/13 Branco Orelha Sim 1 RC Sim
6 M/11 Branco e cinza Canto do olho Sim 8 RC Sim
7 M/8 Branco Face (NE)* Sim 4 RC Sim
8 M/14 Branco e amarelo Labio Sim 3 RC Sim
9 F/9 Branco Plano nasal Nao 1 RC Nao
10 M/13 Branco Plano nasal Nao 2 RC Sim
11 F/5 Branco e preto Regido mentoniana N&o 2 RC Sim
12 F/9 Preto Cavidade oral Nao 1 RC Néao
13 F/9 Bege Multiplos sitios? N&o 2 RC Sim
14 F/16 NE Orelha Nao 2 RC Nao
15 M/5 Branco e preto Mdltiplos sitios” N&o 2 RC Sim
16 F/8 NE Cavidade nasal Nao 1 RC Néao
17 M/12 Branco Muiltiplos sitios® N&o 1 RP N&o
18 M/14 Branco Orelha Nao 1 RC Nao
19 M/12 Branco, amarelo Orelha Nao 1 RC Nao
e cinza
20 F/8 NE Plano nasal Nao 1 RC N&o
21 F/15 NE Plano nasal Nao 1 RC Nao
22 M/14 NE Palpebra N&o 1 RC Nao
23 F/12 Branco Orelha Nao 1 RC Sim
24 F/6 Branco, preto e Orelha Né&o 1 RC N&o
amarelo

3Plano nasal, regido mentoniana; "Plano nasal, olho, cavidade nasal, labio; °Plano nasal, témporas, palpebra.

* F: Fémea; M: Macho; NE: Nao especificado; EQT: Eletroquimioterapia; RC: Resposta completa; RP: Resposta parcial.
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O numero de sessdes de EQT realizadas variou de uma a oito sessdes (Tabela 1).
Dos 24 felinos selecionados, 13 (54,2%) passaram por uma sessao; 7 (29,2%) por duas
sessOes; 1 (4,2%) por trés sessoes, 2 (8,4%) por quatro sessdes e 1 (4,2%) por oito
sessOes. Todos os pacientes do grupo IP negativo passaram por 1 a 2 sessdes de EQT
(11 pacientes, 1 sessédo e 5 pacientes, 2 sessdes). Em contrapartida, no grupo de
pacientes IP positivo, 50% dos pacientes passaram por 1 a 2 sessodes (3 pacientes, 1
sessdo e 1 paciente, 2 sessfes), enquanto que os outros 50% passaram por 3 a 8
sessOes (1 paciente, 3 sessOes; 2 pacientes, 4 sessodes e 1 paciente, 8 sessbes) (Figura
3A).

Dos 24 pacientes, 23 (96%) alcancaram RC inicialmente, e apenas um alcancou
RP (grupo IP negativo), resultando em uma taxa de resposta global inicial de 100%. No
entanto, posteriormente a obtencdo da RC, a recidiva local da doenca ocorreu em 13
pacientes, resultando em uma taxa de recidiva global de 54%.

Cinco dos 13 pacientes que sofreram recidiva local (38,4%) eram do grupo IP
negativo, resultando em uma taxa de recidiva de 31% (5/16) neste grupo. Em
contrapartida, todos os 8 pacientes do grupo IP positivo, sofreram recidiva, resultando
em uma taxa de recidiva de 100% (8/8) neste grupo (Figura 3B). Diante disso,
considerando o Teste de Wilcoxon, o indice de recidiva local foi significativamente maior
nos felinos com IP do que aqueles sem IP (p=0.03). Ainda, de acordo com a ACP, pdde-
se verificar que existe um agrupamento por similaridade de acordo com a presenca de IP
(grupos IP positivo e IP negativo) e taxa de recidiva, confirmando-se que ha diferenca

significativa entre estas variaveis (Figura 4).
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Com relacdo a localizacdo anatomica, todos os felinos apresentaram lesdes
tumorais em regido de cabeca. Dos 24 felinos, 20 desenvolveram lesdo em apenas um
sitio anatdbmico e trés felinos desenvolveram mudltiplas lesbes (duas ou mais) em
diferentes sitios da cabeca. De forma geral, as regides mais acometidas foram plano
nasal (33%; 8/24) e orelha (29%; 7/24). As regides restantes incluiram cavidade oral,
labio, cavidade nasal, palpebra, canto do olho, olho, regido temporal e mentoniana
(Tabela 1 e 2). No grupo IP negativo, os sitios mais acometidos foram plano nasal (7/16;
44%) e orelha (5/16; 31%). No grupo IP positivo, as regibes de orelhas e labios
representaram 50% dos sitios anatdmicos afetados, com dois pacientes para cada
(Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das lesGes tumorais de acordo com a localiza¢ao entre 0s grupos
com e sem invaséo perineural

Localizagdo tumoral Lesdes  Total Grupo IP  Grupo IP  Grupo IP  Grupo IP

(n) (%) positivo positivo  negativo negativo

(n=8) (%) (n=16) (%)
Plano nasal 8 26,7 1 12,5 7 44
Orelha 7 23,3 2 25 5 31
Labio 3 10 2 25 1 6,2
Cavidade oral 1 3,3 0 0 1 6,2
Cavidade nasal 2 6,7 0 0 2 12,5
Palpebra 2 6,7 0 0 2 12,5
Olho 1 3,3 0 0 1 6,2
Canto do olho 1 3,3 1 12,5 0 0
Témpora 1 3,3 0 0 1 6,2
Regido mentoniana 3 10 1 12,5 2 12,5
N&o especificada 1 3,3 1 12,5 0 0
Namero de lesdes 30 100 8 - 22 -
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No que se refere a seguranca do tratamento, nenhum paciente veio a 6bito
decorrente da toxicidade local desenvolvida, assim como nenhum paciente veio a 6bito
decorrente do procedimento. De forma geral, o escore de toxicidade (TOX) foi <2 emem
16,5% dos pacientes (4/24) e > 2 em 67% (16/24). N&o foi possivel classificar o escore
TOX em quatro pacientes deste estudo, devido a auséncia de informacdes nos registros
clinicos que fossem suficientes para a classificacdo (Tabela 3). Dos 16 pacientes que
apresentaram TOX > 2, 5 eram do grupo IP positivo (5/8; 62,5%) e 11 do grupo IP
negativo (11/16; 68,7%) (Figura 3C). E ainda, dos 13 pacientes que recidivaram, 8
apresentaram TOX > 2, enquanto que dos 11 pacientes que ndo recidivaram, também 8
apresentaram TOX > 2. De acordo com o teste de Wilcoxon, ndo houve correlagéo
estatistica significativa entre o TOX e a ocorréncia de IP (p = 0.21) e de recidiva (p =
0.42).

Tabela 3. Classificacédo do escore de toxicidade (TOX) de acordo com a presenca de IP.

Escore TOX!
1 2 3 4 5 NE?
Grupos
IP positivo (n) 0 2 4 0 1 1
IP negativo (n) 1 1 5 3 3 3
Total n (%) (4%) 3(12,5%) 9(37,5%) 3(12,5%) 4(16,6%) 4 (16,6%)

Resultado néo foi signficativo (p=0.21) para diferencas entre os dois grupos (IP negativo e IP positivo)
de acordo com o escore TOX, utilizando o teste de Wilcoxon.
ILowe et al., 2017; 2NE: ndo especificado.

DISCUSSAO

A identificacdo de pacientes humanos com carcinoma de células escamosas de
alto risco se baseia em diferentes fatores, incluindo a profundidade de invasao, a

diferenciacdo tumoral e a invasédo perineural (IP). A IP foi identificada como um dos
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marcadores de malignidade mais importantes em pacientes humanos com CCE cutaneo
e oral, sendo associada a um pior prognostico, altas taxas de recidiva local (16-45%) e
de metastase em linfonodos (10-50%) (Karia et al., 2017).

Apesar da IP ser um fator prognéstico bem definido e padronizado em humanos
com CCE, ainda ndo héa estudos que avaliem sua ocorréncia em felinos acometidos pela
neoplasia. Assim, esse estudo objetivou avaliar, de forma retrospectiva, a ocorréncia da
IP em um grupo de felinos com CCE e correlacionar sua presenga com a ocorréncia de
recidiva local e outras variaveis clinicas.

Para fins de padronizacdo, todos o0s pacientes selecionados neste estudo
receberam a eletroquimioterapia (EQT) como tratamento local Unico. Atualmente, a EQT
€ considerada uma opcao de tratamento local de primeira linha para felinos com CCE,
permitindo uma abordagem mais conservadora e com notoria eficacia, proporcionando
respostas objetivas que variam de 83 a 97%, em humanos e felinos, respectivamente
(Mir, 2006°; Simci¢ et al., 2021; Bertino et al., 2022).

A abordagem cirurgica também é considerada uma modalidade terapéutica local
efetiva e oferece grandes chances de cura local da doenca, principalmente em lesées em
estagio mais precoces (T1 e T2), com destaque para lesfes localizadas em pina de orelha
(Murphy et al., 2013). Lana et al. (1997) avaliou diferentes modalidades de tratamentos
locais (cirurgia, radioterapia e criocirurgia) em 61 felinos com CCE em plano nasal e pina,
com a cirurgia proporcionando o maior tempo livre de doenca, de 594 dias. No entanto,
ainda ndo ha estudos que comparem a eletroquimioterapia com a cirurgia, radioterapia
ou criocirurgia em felinos com CCE.

Dos 18 pacientes em que foi possivel identificar a coloracdo da pelagem a partir
dos prontuarios clinicos, 17 (94%) desenvolveram CCE primariamente cutaneo, sendo
de pelagem parcialmente ou totalmente branca. Em contrapartida, apenas um paciente
era de pelagem de cor (preta), sendo também o Unico que desenvolveu CCE extra-
cutaneo, de forma primaria, em cavidade oral (Paciente #12). A radiacdo solar &
considerada o fator etioldgico mais bem estabelecido no CCE felino cutaneo, justificando
a sua maior prevaléncia em felinos de pelagem clara ou branca, e em regido de cabeca,

corroborando com os dados deste estudo. No entanto, o CCE oral n&o possui natureza
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actinica e sua etiologia é distinta, sendo comum seu desenvolvimento também em
animais de pelagem escura.

Dentre 24 felinos deste estudo, 23 (96%) alcancaram RC inicialmente, sendo
proporcionalmente similar a taxa de RC de 81,8% (9/11) obtida no estudo de Tozon et al.
(2014), que avaliou prospectivamente 11 felinos com CCE superficial tratados com EQT.
Similarmente, Spugnini et al. (2015) obteve uma taxa de RC de 80.7% em gatos com
lesdes de CCE periocular e lesbdes avancadas de CCE na cabeca. Por sua vez, Simcic et
al. (2021) obteve uma taxa de RC de 65% em 61 gatos com CCE em plano nasal.
Entretanto, essa comparacgao deve ser feita com cautela diante da diferenca do tamanho
amostral entre os estudos.

No presente estudo, a recidiva local ocorreu em 13 dos 23 pacientes que obtiveram
RC, resultando em uma taxa de recidiva 54%. Essa taxa pode ser considerada alta
guando comparada as taxas de recidiva obtidas em outros estudos, que variaram de 18%
a 22,5%. (Tozon et al., 2016; Simci€ et al., 2021). No entanto, a heterogeneidade entre a
localizacdo tumoral e estadiamento das lesfes entre diferentes populacdes de felinos
nestes estudos podem ter influenciado nestes resultados, tornando complexa uma
comparacao fidedigna.

Ainda referente a recidiva local, todos os pacientes do grupo IP positivo sofreram
recidiva apés a obtencao da RC (8/8), enquanto que apenas 31,2% (5/16) dos pacientes
do grupo IP negativo recidivaram. Assim, o indice de recidiva local foi significativamente
maior em felinos com IP (p=0,03). Conforme o exposto, ndo ha dados na literatura vigente
gue avaliem a ocorréncia da IP em felinos com CCE, sendo este, 0s primeiros resultados
preliminares obtidos acerca de tal avaliacdo e sua correlacdo com a recidiva local. Em
humanos com CCE cutaneo e oral, a presenca da IP é fortemente associada com maiores
taxas de recidiva local (Rahima et al., 2004; Carter et al., 2013; Haug et al., 2020),
corroborando com os resultados preliminares deste estudo.

Apesar da alta taxa de recidiva, todos os felinos com IP apresentaram uma
resposta inicial satisfatéria (100% RC). Devido a falta de informacGes acerca dos
mecanismos gue levam a IP em felinos com CCE, é dificil determinar as causas para tal

fato. No entanto, é possivel sugerir duas hipéteses: 1) a resposta inicial favoravel pode
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ser devido a alta eficacia da EQT sobre as células tumorais, independente do grau de
malignidade e 2) a IP pode ser um processo inicialmente brando, no entanto, uma via de
disseminacao progressiva, silenciosa, e de dificil controle, resultando na permanéncia da
doenca microscopica, o que culminaria em uma recidiva local posterior.

Os resultados ainda demonstraram que foram necessarias mais sessées de EQT
(3 a 8 sessoOes) para a obtencdo de RC em metade dos pacientes do grupo IP positivo,
em comparagdo com o grupo sem IP, em que todos os pacientes passaram por 1 a 2
sessdes. Esse dado pode sugerir uma possivel participacdo da IP nos mecanismos de
resisténcia e malignidade do CCE. Dessa forma a instituicdo de um maior nimero de
sessOes para o controle da doenca e um acompanhamento mais cauteloso, pode ser
recomendada nestes pacientes, mesmo apos a obtencao da RC.

Apesar de 83% das lesdes (25/30) serem de CCE cutaneo, trés felinos com
acometimento oral e intranasal também foram inclusos (Tabela 2). Esses pacientes
desenvolveram CCE primariamente na cavidade oral (Paciente #12; regiao gengival de
mandibula esquerda, envolvendo o molar caudal), e na cavidade nasal (Paciente #16). O
outro paciente apresentou lesbes em cavidade nasal e plano nasal concomitantes
(Paciente #15), ndo sendo possivel determinar se a doenca intranasal foi resultado de
uma progressao do CCE cutaneo ou se foi primario. No estudo de Tozon et al. (2013), a
localizacdo da lesédo (orelha x plano nasal) ndo influenciou na resposta a EQT, exceto
por dois pacientes que apresentaram doenca progressiva posterior para cavidade nasal
e oral. Em comparacéo, no presente estudo, apenas um paciente (Paciente #2; grupo IP
positivo; Tabela 2) apresentou curso similar da doenca, com uma lesao inicial em labio
superior, que recidivou e progrediu para cavidade nasal e oral.

E importante ressaltar que o CCE oral é considerado o tumor de cavidade oral
mais comum em gatos, sendo uma neoplasia de comportamento mais agressivo e com
pior progndstico, quando comparado ao CCE cutaneo. Além disso, também apresentam
menores taxas de sobrevida e de resposta aos tratamentos instituidos (Tozon et al., 2013;
Bilgic et al., 2015). Por sua vez, o CCE intranasal representa cerca de 10% de todas as
neoplasias intranasais em gatos, possui comportamento localmente invasivo, e por exigir

uma abordagem cirdrgica mais complexa, o controle local efetivo se torna ainda mais
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dificil do que no CCE cutaneo (Mukaratirwa et al., 2001). Assim como em felinos, o CCE
oral em humanos € uma neoplasia de maior agressividade quando comparado a sua
forma cuténea. Diversos estudos ja investigaram a ocorréncia de IP em humanos com
CCE oral, revelando uma incidéncia de até 80% nestes pacientes e um pior prognastico
associado (Binmadi & Basile, 2011; Shen et al., 2014; Misztal et al., 2021).

Apesar do CCE oral possuir natureza mais agressiva e apresentar piores
respostas as terapias, o paciente que desenvolveu CCE primariamente na cavidade oral
(Paciente #12 — IP negativo), atingindo RC apds uma Unica sessdo de EQT. Essa
resposta favoravel pode ser devido ao estadiamento tumoral precoce que o paciente
apresentou ao diagnéstico, com dimensfes tumorais de aproximadamente 2-2,5 cm
(estadio T2). De forma geral, € bem estabelecido que lesbes de CCE em estadios
precoces (T1 e T2) apresentam melhores respostas a EQT, e isso pode ter contribuido
com esse resultado favoravel. Em contraste, outro paciente (Paciente #2 — IP positivo)
desenvolveu recidiva de um CCE cutaneo com progressao para a cavidade oral e nasal,
atingindo remisséo parcial apds uma nova sessao de EQT. No entanto, estes resultados
ainda sdo preliminares e ndo podem confirmar que felinos com CCE oral IP negativos
irdo responder melhor a EQT do que felinos IP positivos, uma vez que o estadio da
doenca para o paciente #12 e #2 eram bastante distintos.

E importante ressaltar ainda que, trés (12,5%) pacientes desenvolveram mdaltiplas
lesdes, em diferentes areas da cabeca (Tabela 2). Todos estes trés pacientes eram IP
negativos e apenas um nao recidivou. Além disso, dos 5 pacientes que recidivaram do
grupo IP negativo, dois (40%) possuiam lesdes em multiplos sitios. O desenvolvimento
do CCE em diferentes areas da cabeca é relativamente comum, considerando que € uma
regido com maior exposicdo ao sol e com menor cobertura pilosa, podendo levar ao
processo de carcinogénese de forma concomitante e homogénea. Apesar de ndo haver
informacdes na literatura que avaliem o numero de lesbes como fator prognéstico, é
importante considerar que o tratamento se torna mais complexo nesses pacientes, assim
como maiores as taxas de recidiva.

A seguranca do tratamento neste estudo foi avaliada de acordo com o escore TOX

local (Lowe et al., 2017; Simci¢ et al., 2021). A maioria (68%) dos pacientes com TOX >
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2 eram do grupo IP negativo, no entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa
(p>0,05) entre o escore TOX e a ocorréncia de IP. Devido a diferenca no tamanho
amostral dos grupos IP negativo e positivo, esse resultado € ainda preliminar e pode ndo
ser determinante. Com relacao a recidiva, de acordo com Simc¢i€ et al. (2021), os gatos
com TOX > 2 apresentaram trés vezes mais chances de sofrerem recidiva da doenga.
Em contrapartida, no presente estudo, ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa entre essas variaveis (p>0.05).

Além da recidiva local, os estudos com humanos com CCE também evidenciam
correlacdo significativa da presenca da IP com a ocorréncia de metastases e menor
tempo de sobrevida (Rahima et al., 2004; Carter et al.,, 2013; Haug et al., 2020).
Infelizmente, diante do carater retrospectivo do presente estudo, néo foi possivel a
obtencdo dos dados de sobrevivéncia para todos os pacientes, devido a perda do
acompanhamento a longo prazo. Tal fato impossibilitou a obtencédo completa dos dados
sobre tempo livre de doencga, tempo de sobrevida e causa do 6bito.

O estadiamento tumoral T (Tis-T4; Owen, 1980) é definido pelo grau de invasédo e
pelo tamanho da leséo, e o sucesso do tratamento local, seja pela cirurgia, radioterapia,
criocirurgia ou EQT, é diretamente impactado por estes fatores (Murphy et al., 2013). Por
ser um fator prognéstico relevante no CCE em felinos, a correlacdo do estagio T com a
presenca da IP seria de fundamental importancia neste estudo. No entanto, nao foi
possivel a classificacdo de todos os pacientes quanto ao estadiamento, devido a falta de

registro das dimensdes das lesdes para parte dos pacientes no momento do diagnostico.

CONCLUSAO

Este estudo € pioneiro na avaliacdo da IP em felinos com CCE. Os resultados
preliminares obtidos sugerem a IP como possivel fator preditivo de recidiva local em
felinos com CCE, destacando o seu papel como um possivel marcador progndstico nessa
espécie, assim como ja confirmado em seres humanos. Em conjunto com tais resultados,
esse estudo também descreve a avaliacao histopatologica da IP, sendo de grande valia

para os patologistas e clinicos.
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Por fim, estes resultados servem de premissa para que novos estudos sejam
conduzidos de forma prospectiva, com maior tamanho amostral e considerando
diferentes dados de sobrevivéncia, determinando de forma mais assertiva o valor

prognéstico da IP em felinos com CCE.
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