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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1.- INTRODUCCION

La oncologia cutanea es una especialidad dentro de la dermatologia cuya importancia en
la clinica de pequefios animales ha ido cobrando relevancia en las tltimas décadas. Las
neoplasias cutdneas son de origen multifactorial, en el que los agentes ambientales juegan
un papel importante, siendo uno de los mayores factores de riesgo la exposicion a la luz
del sol. Canarias, dada su proximidad al Ecuador, tiene el indice ultravioleta (UV) mas
alto de Espana (https://www.aemet.es/es/portada), lo que previsiblemente repercute en la
incidencia de los tumores cutaneos.

El carcinoma de células escamosas (CCE) representa una de las neoplasias cutaneas mas
comunes en gatos, en particular en aquellos con exposicion solar prolongada. Su
evolucion clinica puede variar considerablemente segtn el grado de malignidad, lo que
complica las decisiones terapéuticas, sobre todo en etapas avanzadas o en pacientes con
enfermedades concomitantes. Aunque existen distintas opciones terapéuticas, como
cirugia, crioterapia o radioterapia, su efectividad no siempre es 6ptima y, en numerosos
casos, se observan recurrencias.

En este contexto, la electroquimioterapia (EQT) se ha propuesto como una estrategia
alternativa de interés. Esta técnica combina farmacos citotoxicos con pulsos eléctricos
que aumentan la permeabilidad de la membrana celular, favoreciendo asi una mayor
penetracion del medicamento en las células tumorales. La bleomicina, en particular, ha
mostrado una alta eficacia cuando se utiliza en combinacion con EQT, incluso en tumores
localmente avanzados o de dificil acceso quirargico.

No obstante, el uso de la EQT en animales, y especificamente en gatos con CCE, sigue
estando poco documentado en la literatura cientifica. Son escasos los estudios que evaltan
de manera comparativa su eficacia frente a otras terapias, asi como su impacto en la
supervivencia o sus posibles efectos adversos en situaciones clinicas especiales, como en
gatos portadores de infecciones virales (FeLV/FIV), cuya alta prevalencia subclinica
suele dificultar el abordaje terapéutico, y llevar a decisiones de eutanasia anticipadas,
especialmente en presencia de tumores de naturaleza neoplasica.

Por ello, el objetivo de este trabajo es generar evidencia clinica relevante sobre el uso de
la EQT con bleomicina en CCE felino, valorando su eficacia, seguridad y viabilidad en
distintos contextos clinicos. Asimismo, pretende abrir nuevas lineas de investigacion
sobre su uso en oncologia veterinaria, contribuyendo al desarrollo de terapias mas
eficaces, accesibles y adaptadas a las necesidades individuales de los pacientes.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.2.- OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de la EQT combinada con bleomicina en comparacién con otras
terapias utilizadas en las distintas fases del CCE felino, con el fin de identificar la opcién
terapéutica mas adecuada segun el grado tumoral. Asimismo, explorar su aplicacioén en
otros tipos de tumores y/o especies animales como alternativa terapéutica cuando las
opciones convencionales no sean viables o se requieran tratamientos complementarios

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

10.

Valorar la eficacia de la crioterapia como tratamiento del CCE felino, tanto como
monoterapia como en combinacion con otras técnicas, en funcion del grado
tumoral.

Analizar los factores que influyen en la aparicion de metastasis en casos de CCE
de origen solar en gatos.

Determinar como responden clinicamente los gatos con CCE al tratamiento
combinado de EQT y bleomicina, considerando variables como el grado tumoral,
valorando los indicadores de eficacia terapéutica.

Analizar la relacion entre el nimero de sesiones de EQT requeridas y el grado de
control tumoral alcanzado en gatos con CCE.

Estudiar la respuesta al tratamiento con EQT/bleomicina en gatos positivos a
FeLV/FIV con CCE de bajo grado (T1-T2).

Determinar la eficacia de una terapia multimodal basada en la combinacion de
EQT/bleomicina y toceranib en gatos con CCE de alto grado, analizando su
impacto en la respuesta tumoral, la supervivencia y el control de la enfermedad.

Analizar la supervivencia global, el tiempo medio de supervivencia (TMS), el
intervalo libre de enfermedad (ILE) y la supervivencia libre de progresion (SLP)
en gatos con CCE tratados con EQT y bleomicina, y estimar su relacion con el
grado tumoral.

Determinar la tasa de recurrencia en gatos con CCE tratados con EQT y
bleomicina, analizando su relacion con el grado del tumor.

Evaluar la incidencia, tipo y gravedad de los efectos adversos locales y sistémicos
asociados al uso de EQT en gatos con CCE, considerando la localizaciéon tumoral,
los parametros eléctricos aplicados y el manejo clinico posterior.

Explorar la aplicabilidad de la EQT en el tratamiento de otros tipos de tumores y
en distintas especies animales, evaluando su viabilidad, seguridad y respuesta
clinica preliminar, especialmente en aquellos casos donde la obtencion de
muestras representativas es limitada, con el fin de generar evidencia inicial que
justifique estudios mas amplios.
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El carcinoma de células escamosas (CCE) es una neoplasia altamente maligna que surge
de las células epidérmicas, que inducen la diferenciacién en queratinocitos que
normalmente producen queratina (Baba et al., 2007; Goldschmidt y Chen, 2017). E1 CCE
se puede clasificar seglin la ubicacion de su origen como CCE oral, CEE ocular o CCE
cutaneo. Esta neoplasia produce un gran impacto médico y econdmico por su capacidad
de invasion local, los tratamientos limitados y su tendencia a la recidiva (Alam y Ratner,
2001).

Comprender la carcinogénesis y la progresion del CCE cutdneo es fundamental para
desarrollar nuevas estrategias de prevencion y tratamiento.

2.1.- EPIDEMIOLOGIA

En medicina humana, el CCE es la segunda neoplasia mas comun en piel después de la
neoplasia basocelular, su incidencia es aproximadamente el 20% de los casos de cancer
de piel no melanoma, la cual ha aumentado en las tltimas décadas debido al crecimiento
en la expectativa de vida, y los avances en la deteccion de este tipo de tumores (Alam y
Ratner, 2001; Uribe et al., 2017). En Estados Unidos, la incidencia se estima entre
200.000 y 400.000 casos nuevos cada afio y responsable de 9.000 muertes en ese periodo
(Rogers et al., 2015; Waldman y Schmults, 2019). La incidencia entre paises es variable,
y en Espafia se detectan unos 20.000 casos por aio (Tejera-Vaquerizo et al., 2016).

La incidencia de tumores cutdneos de origen solar en el perro y el gato, depende de areas
geograficas concretas, existiendo diferencias entre paises y regiones por la influencia de
la climatologia (Vail y Withrow, 2007). En medicina veterinaria, el CCE es uno de los
tumores mas comunes que afectan a la piel, junto con los tumores de células basales y
mastocitomas. Los CCE son los tumores cutdneos mas frecuentes en el gato, con una
frecuencia de aparicion que fluctua entre el 9 y el 25% de todas las neoplasias en esta
especie (Clarke, 1991; Murphy, 2013; Bertino et al., 2016).

Esta neoplasia se origina en las células escamosas de la piel y los gatos de cualquier raza
pueden verse afectados. Sin embargo, los gatos con areas de escaso pelo y piel no
pigmentada (blanca) o ligeramente pigmentada de la cara y las orejas, que pasan tiempo
al aire libre en un clima soleado, estan predispuestos a desarrollar CCE (Murphy, 2013).
Generalmente, es mas frecuente en gatos domésticos de pelo corto, con mayor prevalencia
en animales mayores (10-12 afios) (Sim¢i€ et al., 2021), y algunas razas como las Siamés,
Himalayo o Persa, suelen tener menos riesgo (Hauck y Oblack, 2020).

2.2.- ETIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA

El CCE se desarrolla en las células escamosas y basales de la epidermis, a partir de
lesiones precancerosas (células displasicas), como se observa en las queratosis actinicas,
que se forman como resultado de la exposicion al sol y a otros factores ambientales. Estas
lesiones precancerosas son parches de piel dspera, escamosa y seca, que pueden ser de
color rojo o marrén (Thomson, M., 2007).

En humanos, los principales factores de riesgo que favorecen su aparicion aparte de la
exposicion a radiacion ultravioleta, son los fototipos claros, la exposicion a algunos
quimicos como arsénico o hidrocarburos, cicatrices o inflamaciones croénicas, infeccion
por virus del papiloma humano, inmunosupresion, consumo de tabaco y las
genodermatosis preexistentes (Rigel, 2008; Sanchez y Nova, 2013). De manera similar a
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otros céanceres, la progresion de la queratosis actinica a CCE se ha relacionado con
mutaciones en genes clave involucrados en vias celulares que controlan la reparacion del
ADN, crecimiento celular, la supervivencia y la mortalidad, asi como facilitando el
crecimiento tumoral, la invasion y la metastasis (Chen et al., 1994; Smith et al., 1998;
Hanahan y Weinberg, 2000; Liotta y Kohn, 2001; Patel et al., 2012; Murphy, 2013;
Sim¢i¢, 2021).

A nivel bioquimico, se ha descubierto que ciertos genes y proteinas estan involucrados
en el desarrollo del CCE. Una mutacion en el gen p53 debido a la exposicion a la radiacion
ultravioleta se ha correlacionado con la regulacion al alza del factor de crecimiento
endotelial vascular (factor angiogénico FCEV o VEGF, por Vascular Endothelial Growth
Factor) VEGF-A en CCE (Riedel et al., 2000). Este gen esta presente en mas del 90% de
los CCE en humanos, asi como en bovinos, caninos, felinos, y CCE equino (Ziegler et
al., 1994; Teitke y Lohr, 1996; Carvalho et al., 2005). La proteina del gen p53 actia como
un supresor de tumores, lo que significa que normalmente ayuda a prevenir el desarrollo
del cancer al controlar el ciclo celular y promover la muerte celular programada en las
células dafiadas o anormales. Sin embargo, cuando esta proteina estd mutada o inactivada,
las células anormales pueden crecer y multiplicarse sin control, lo que puede llevar a la
formacion del CCE (Carvalho et al., 2005).

La angiogénesis es un importante factor que contribuye al crecimiento de tumores
malignos, metastasis y supervivencia (Folkman, 1995). Los tumores s6lidos dependen de
la perfusion vascular para crecer y migrar; de lo contrario, estos se limitan a crecer entre
1 a 2 mm antes de que la hipoxia en el centro del tumor induzca la necrosis (Cullen y
Breen, 2016). Ademads, la medicion de la densidad microvascular en tumores puede
considerarse como un reflejo de la actividad angiogénica y se utiliza como un indicador
de prondstico para la supervivencia global para cancer de pulmén y de mama, carcinoma
hepatico y gastrico, melanoma cutaneo y glioblastomas en humanos (Behrem et al., 2005;
Yao et al., 2007).

La angiogénesis en tejido normal y tumoral es estimulada por péptidos del tumor o células
estromales adyacentes (Klagsbrun y D'amore, 1991). El factor de crecimiento del
endotelio vascular, el factor de crecimiento placentario (PLGF), y sus receptores Flt-1,
sFIt-1 y KDR (también conocidos como VEGFR-1, sVEGFR-1 y VEGFR-2,
respectivamente), son los promotores mas importantes de la angiogénesis fisiologica y
tumoral (Fischer et al., 2008; Silvan et al., 2015). El VEGF-A interactia con mayor
afinidad con Flt-1, aunque KDR es capaz de inducir una cascada de sefializacion de la
fosforilacion méas fuerte para inducir la aparicion, la supervivencia y aumentar la
permeabilidad en células endoteliales o tumorales (Ferrara, 2000). Por el contrario, PLGF
interactia preferentemente con Flt-1 y sFlt-1, que controlan indirectamente la
disponibilidad de VEGF-A para interactuar con KDR con efectos sinérgicos (Dor et al.,
2001; Ribatti, 2008; Kabak et al, 2020). El Flt-1 soluble carece de dominios
transmembrana e intracelulares; de este modo, se secreta al espacio extracelular donde
puede actuar como un receptor sefiuelo retenido en la matriz extracelular, induciendo un
efecto antiangiogénico (Carmeliet ef al., 2001). La expresion elevada de VEGF-A y sus
receptores se han relacionado con la clasificacion histopatologica, la progresion tumoral,
y prondstico de multiples tumores humanos (Du et al., 2003).

Del mismo modo, la abundancia relativa de PLGF se ha relacionado con la
vascularizacion y progresion tumoral. Los niveles mas altos de ARNm o proteina de
PLGF se correlacionan con angiogénesis patologica (Fischer et al., 2008), tamafo del
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tumor, metastasis, estadio clinico, tasa de recurrencia y mal pronostico de multiples tipos
de cancer (Marcellini et al., 2006; Cheng et al., 2010).

Existe un estudio sobre la relacion de la proteina kinasa 2 (CK2), que es una proteina que
participa en el crecimiento y la proliferacion celular, es esencial para la supervivencia
celular y se expresa de forma ubicua en los tejidos (Cannon et al., 2017). La CK2 no
parece tener un potencial oncogénico directo notable; mas bien, apoya otras acciones
responsables de la génesis tumoral. Las funciones de la CK2, que promueven un entorno
pro-tumoral, incluyen la activacion del factor nuclear kB (factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) (Eddy et al., 2005), vias de
senalizacion Wnt—3-catenina (vias de transduccion de sefiales formadas por proteinas que
transfieren las sefales del exterior de una célula a través de la superficie receptora de
dicha célula hasta su interior) (Seldin et al., 2005) y las vias de la fosfatodilinositol 3-
kinasa—Akt (Guerra, 2006); inactivacion de supresores de tumores tales como homélogo
de fosfatasa y tensina y supresion de la apoptosis (Shin et al., 2005; Ahmad et al., 2008;
McDonnell et al., 2008; Hellwig et al., 2010; Fernandez et al., 2014). Segtn los resultados
de este estudio, existe una mayor expresion o localizacion nuclear (o ambas) de la proteina
CK2 en muchos tumores humanos (Guo et al., 1999; Yamane et al., 2005; Trembley et
al., 2010), y se asocian comunmente con un pronostico negativo.

Esta proteina también se detect6 en tejidos felinos y la falta o poca regulacion de la CK2
en células cancerigenas felinas afecté a la induccion de apoptosis y reduccion de la
viabilidad celular. Las funciones de la CK2 en la supervivencia celular y la supresion de
la apoptosis, junto con la alteracion de la expresion y la actividad en los tumores humanos
y felinos, la convierten en un objetivo atractivo para el tratamiento del cancer (Cannon et
al., 2017).

Las células del CCE felino se pueden inhibir de manera efectiva al atacar a CK2 e
identificar los casos clinicos que serian mas o menos propensos a beneficiarse de los
tratamientos dirigidos a CK2, dependiendo de la cantidad de expresion de esta proteina
(Cannon et al., 2017).

2.2.1 Virosis en gatos con CCE

Los papilomavirus (PV) son pequefios virus de ADN de doble cadena sin envoltura que
infectan la piel y las superficies mucosas de los mamiferos y muchos otros vertebrados
de forma predominantemente especifica del hospedador. Las consecuencias de las
infecciones por PV van desde las clinicamente asintomaticas hasta los cdnceres epiteliales
malignos. El potencial oncogénico de los PV depende del genotipo del virus, de factores
del huésped como el estado inmunitario y de factores ambientales como la exposicion a
la luz (McBride, 2017). En general, se considera que los PV felinos son la causa de los
papilomas orales, las placas virales y los carcinomas de Bowen in situ, todos ellos poco
frecuentes (Gross et al., 2005). De mayor relevancia clinica, se sospecha que una
proporcion de CCE cutaneos tienen una etiologia por PV. La expresion de oncogenes
virales, vinculan algunos genotipos de estos virus con un subconjunto de CCE cutaneos,
pero otros PV no (Hoggard et al., 2018).

El virus de la inmunodeficiencia felina (FIV) y el virus de la leucemia felina (FeLV) son
responsables de la inmunosupresion de los gatos infectados, haciéndolos mas susceptibles
a infecciones secundarias y cronicas, asi como al desarrollo de neoplasias (Little, 2020).
El FeLLV se reconoce como una causa de linfoma y leucemia felino, aunque ain se
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desconoce su incidencia en la poblacion general de gatos (Beatty, 2021). Se reporta una
asociacion entre linfoma, CCE, fibrosarcoma y mastocitoma con infecciones por FIV
(Magden, 2011).

Los virus pueden desempefiar un papel crucial en la carcinogénesis, debido a su efecto
prooncogénico o por la inmunosupresion desencadenada que permite la proliferacion
neoplasica (Hartmann, 2011; Sequeira, 2022). La exposicion créonica a factores
ambientales, como los rayos UV, combinada con los virus, pueden favorecer el desarrollo
del CCE (Magden, 2011; Little, 2020; Sequeira, 2022).

2.3.- DIAGNOSTICO

El diagnostico del CCE en animales se basa en una combinacion de signos clinicos,
examen fisico y pruebas de diagndstico.

El diagnéstico diferencial es amplio e incluye herpesvirus, esporotricosis, criptococosis,
micobacteriosis atipica y el complejo de granuloma eosinofilico, y se hace un diagndstico
preciso y definitivo por histopatologia (Lucas y Larsson, 2006).

2.3.1.- Signos clinicos

El CCE puede presentarse como una lesion o un tumor en la piel que puede crecer y
extenderse hacia los tejidos circundantes. Esta neoplasia puede afectar a los nervios, los
musculos y los vasos sanguineos cercanos, lo que puede provocar dolor, sangrado
cronico, debilidad y otros sintomas. Si no se trata, la lesion puede extenderse a los
linfonodos y a otros 6rganos, lo que puede poner en riesgo la vida del paciente (Spugnini
et al., 2009; Murphy, 2013).

Clinicamente, el CCE pueden aparecer como placas o papulas, crateres o lesiones
fungiformes que puede estar ulceradas y eritematosas con costras (Vail y Withrow, 2007).
Es altamente invasivo y las metéstasis son poco comunes (Carpenter et al., 1987,
Ruslander et al., 1997; Moore y Ogilvie, 2001) pero tienen una tendencia a progresar
hacia ulceraciones cancerosas dando lugar a lesiones dolorosas y que no cicatrizan (Lana
et al., 1997). Muchos animales pueden tener lesiones que desfiguran en los casos
avanzado de CCE, aun asi, pueden vivir por periodos prolongados, sobre todo si reciben
tratamientos paliativos o con respuestas parciales (Spugnini et al., 2009; Zaccone et al.,
2022).

Las manifestaciones clinicas del CCE en gatos pueden variar considerablemente segun la
localizacion anatémica de la lesion y el grado de progresion de la enfermedad. Estas
neoplasias pueden presentarse como lesiones solitarias o multiples, con diversidad en su
tamano, forma y aspecto. En algunos casos, los gatos experimentan alteraciones en su
comportamiento habitual, tales como disminucion del apetito, apatia, rechazo al contacto
fisico o conductas agresivas asociadas al dolor (Moore y Ogilvie, 2001; Spugnini et al.,
2009). Cuando el CCE afecta areas orales o labiales, es comun observar dificultades al
alimentarse, salivacion excesiva o halitosis, mientras en casos de compromiso digital, los
animales pueden presentar cojera o inflamacion en las extremidades (Melzer et al., 2006).

Se deben explorar los linfonodos submandibulares, palpandolos, asi como realizar
examen citologico y/o histopatologico para poder determinar si existen metastasis de las
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células del tumor primario en los linfonodos centinelas, en este caso de la cabeza y cuello
(Thomson, 2007). Es mas probable que los gatos desarrollen tumores en la cara, parpados
y las orejas, pero cualquier sitio de la piel puede verse afectado (Bertone et al., 2003;
Spugnini et al., 2009).

2.3.2.- Citologias/Estudios histopatologicos

La citologia es una técnica de diagnostico no invasiva, que normalmente no requiere
anestesia ni analgesia y produce resultados en muy poco tiempo. Esta técnica se utiliza
para recolectar las muestras de lesiones o masas cutaneas y linfonodos aumentados de
tamafio. Se puede obtener un diagndstico citoldgico definitivo o diagndsticos adicionales
que se interpretan junto con la histopatologia. Esta técnica reduce el estrés en el paciente,
es rentable para los clientes y permite a los profesionales iniciar un tratamiento adecuado
mas rapidamente (MacNeill, 2011; Zaccone, 2022).

La interpretacion citologica coindice con el resultado histopatologico de las muestras en
el 90,9% de los casos de masas cutdneas y subcutdaneas. La sensibilidad y especificidad
citoldgica oscila entre el 89,3% y el 97,9% con valores predictivos positivos y negativos
del 99,4% y 68,7%, respectivamente (MacNeill, 2011; Murphy, 2013).

El diagnostico citologico del CCE puede ser dificil por la presencia de inflamacion. Los
tumores epiteliales escamosos tienen varias caracteristicas distintivas de malignidad
incluyendo queratinizacion aberrante y presencia de vacuolas citoplasmaticas anormales,
que le da a las células un aspecto de anillo de sello. Se pueden observar, ademas,
neutrofilos y otros signos de malignidad como la presencia de células dentro del
citoplasma de las células epiteliales, un proceso denominado emperipolesis (Raskin,
2015). Los CCE poco diferenciados, carecen de estas caracteristicas distintivas. Se deben
evaluar los linfonodos de drenaje (centinelas) para detectar la presencia de metastasis
(Favrot et al., 2009; MacNeill, 2011).

Sin embargo, la prueba diagnodstica de eleccion es la biopsia, que es una prueba en la que
se obtiene una muestra de la lesion mediante escision quirurgica (tomando el espesor de
la piel con sus tres capas) para su estudio histopatoldgico, bajo sedacién o anestesia
general, pudiendo utilizar técnicas de biologia molecular como la inmunohistoquimica.
Es la prueba “gold standard” y de eleccion, para el diagndstico definitivo, porque ademas
podemos conocer el indice mitotico de la neoplasia y poder determinar el grado o estadio
de la enfermedad a nivel local (foco primario) (Thomson, 2007).

Histologicamente, el CCE en humanos y gatos se caracteriza por islas, cordones y
trabéculas de queratinocitos epidérmicos desorganizados, invadiendo y traspasando a
través de la capa basal de la epidermis hacia la dermis (Goldschmidt y Chen, 2017). Con
frecuencia, se forman queratinocitos neoplasicos formando islas que secretan fibras de
queratina eosinofilicas concéntricas en el centro, formando “perlas de queratina” que son
utiles para el diagnostico de CCE (Lehnerdt et al., 2005; Murphy, 2013; Schmitz et al.,
2019).

Las células tumorales son normalmente grandes, de forma ovalada y con nucleos
hipercromaticos prominentes, aunque se pueden observar grados altos de anisocitosis y
pleomorfismo nuclear en CCE de alto grado menos diferenciados (Goldschmidt et al.,
2017). Estas pueden tener multiples desmosomas en la membrana, que se ven como
puentes entre celdas (Baba et al., 2007). E1 CCE cutdneo invade localmente la dermis y
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puede alcanzar hueso y cartilago de zonas afectadas con graves consecuencias para el
paciente. E1 CCE induce una fibrosis intensa y una respuesta inflamatoria del tejido
circundante con abundante vascularizacion (Caruntu et al., 2021).

El CCE en gatos comparte multiples caracteristicas con el CCE cutdneo humano y el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; ambos son localmente invasivos,
desarrollan metastasis en etapas avanzadas, a menudo muestran recurrencia local y tienen
una progresion tumoral similar (Petter y Haustein, 1998; Lehnerdt et al., 2005; Wypij,
2013; Schmitz et al., 2019; Caruntu et al., 2021). En especies domésticas (Yager et al.,
1993) y en humanos (Hald et al., 1995), el CCE induce una intensa respuesta inmunitaria
antitumoral local caracterizada por abundantes células linfoplasmociticas infiltradas, que
parece influir en el crecimiento del tumor. Asi, en los humanos una infiltracién
peritumoral marcada de linfocitos T se ha considerado un factor pronéstico positivo
(Sadanaga et al., 1994; Hald et al., 1995).

En la especie felina se observa un abundante infiltrado inflamatorio local, principalmente
de linfocitos T CD3", linfocitos B y células plasmaticas portadoras de IgG. Las lesiones
bien diferenciadas y levemente invasivas, exhiben un niimero significativamente mayor
de estas células, y expresaron complejo mayor de histocompatibilidad clase I (CMH-II)
en mayor proporcion que los CCE moderadamente diferenciados e invasivos. Esta
respuesta celular y humoral parece estar relacionada con la regulacion del crecimiento del
tumor, pero no induce la regresion completa del mismo (Pérez et al., 1999).

En andlisis de inmunohistoquimica de tejidos afectados por CCE en gatos, se ha
observado que existe una sobreexpresion de la ciclina A, con un 90% de
inmunorreactividad (Murakami et al., 2000). Este hallazgo se ha observado también en
CCE en pacientes humanos (Furihata ef al., 1996; Dobashi et al., 1998). Las ciclinas son
proteinas reguladoras de la multiplicacion celular de las células eucariotas y en concreto
la ciclina A, se detecta desde la fase S del ciclo celular y aumenta hasta la fase G2 del
mismo (Murakami et al., 2000).

Mediante la inmunohistoquimica se determinan, ademas, las tasas de proliferacion celular
y apoptosis de las células neoplasicas y permite evaluar el comportamiento biologico del
tumor. En un estudio reciente (Ribeiro et al., 2023) se analizd6 la expresion
inmunohistoquimica de Ki-67, COX-2 y caspasa-3 y se correlaciond con el tipo de
respuesta a la electroquimioterapia (EQT) en el CCE. El estudio muestra que el grado
histopatologico, el tamafio y estadificacion del tumor, el grado de pleomorfismo celular
y grado de infiltrado inflamatorio, que pueden considerarse factores negativos prondstico
del CCE cutaneo y predictores negativos de respuesta a la EQT. Sin embargo, los
marcadores Ki-67, COX-2 y caspasa-3 no se consideraron factores predictivos del tipo de
respuesta a la EQT. Los CCE evaluados en este estudio mostraron un marcaje de COX-
2, que sigue demostrando el objetivo terapéutico con respecto al uso de antiinflamatorios
no esteroides (AINES) con efecto anti-COX-2 (Ribeiro et al., 2023).

En el caso de los CCE orales se estan utilizando técnicas de biopsia liquida, muy
prometedores en la deteccion temprana y el seguimiento de este tipo de tumor. Esta
técnica de diagnéstico no invasiva implica la deteccion de ADN tumoral circulante
(ctDNA) en la sangre, lo que ofrece la posibilidad de identificar tempranamente la
enfermedad y monitorear las respuestas al tratamiento (Tai y Ngan, 2023).

En la misma linea, el campo de la protedmica se perfila como una herramienta 1til en la
identificacion de biomarcadores que pueden proporcionar informacion valiosa sobre el

-8-



REVISION BIBLIOGRAFICA

prondstico de la enfermedad y la respuesta terapéutica (Olmsted et al., 2017; Altamura et
al.,2021).

2.3.3.- Diagndstico por imagen

Una de las pruebas del diagndstico por imagen, es la radiografia, que puede ser util para
determinar si el CCE se ha diseminado a los tejidos circundantes (principalmente 0seos)
0 a otros 6rganos, aunque para los tejidos blandos son preferibles otras pruebas de imagen,
como la Tomografia Computarizada (TC) o la Resonancia Magnética (RM) (Randal et
al., 2016).

El papel de las imagenes avanzadas en el tratamiento del CCE felino es fundamental,
siendo la TC y la RM las técnicas mas frecuentes. Estos métodos han mejorado
considerablemente la precision de la estadificacion del tumor, permitiendo una
evaluacion mas detallada del tumor, los linfonodos regionales afectados y cualquier
metastasis potencial (Supsavhad et al., 2016; Piegols et al., 2018).

En el caso de la TC, se puede utilizar para definir con precision la masa, la extension y
facilitar la estadificacion de los linfonodos en gatos con CCE, pero estas caracteristicas
no se correlacionaron con la supervivencia en el tiempo (Randal et al., 2016). Se ha
comprobado que la combinacion de la TC con emision de positrones (18F-
fluorodeoxiglucosa) denominada PET, permite una mejor identificacion y detalle de las
lesiones en el caso de los CCE orales en gatos (Randal et al., 2016; Tai y Ngan, 2023),
siendo esta técnica diagndstica, una herramienta muy utilizada en medicina humana para
el mismo tipo de lesiones (Randal et al., 2016).

Ademas de la PET, se estan usando técnicas de imagen avanzadas como la tomografia
computarizada de haz conico (CBCT), que han demostrado un gran potencial para
proporcionar informacion mas detallada sobre la extension del tumor, lo que ayuda a guiar
las decisiones de tratamiento de manera mas efectiva (Tai y y Ngan, 2023).

La RM, se utiliza también para el diagnostico de los CCE, y se basa en la creacion de
campos magnéticos y ondas de radio para formar imagenes detalladas y puede ser tutil
para evaluar la extension del tumor y la invasion a los tejidos cercanos. Tiene mayor
definicion de los tejidos blandos y se pueden afiadir, ademas, contrastes para mejorar la
definicion del alcance de la neoplasia (Tai y y Ngan, 2023).

2.4.- TRATAMIENTOS

El tratamiento para el CCE en gatos depende del tamafio y la ubicacion del tumor, asi
como de la extension de la neoplasia. En la literatura se han descrito varios enfoques
terapéuticos, incluyendo la cirugia (Withrow y Straw, 1990), crioterapia (Kuflik y Cage,
1991; Lana et al., 1997), radioterapia (Theon et al., 1995; Melzer et al., 2006),
plesioterapia (Goodfellow et al., 2006), terapia fotodindmica (Peaston et al., 1993;
Frimberger et al., 1998), quimioterapia sistémica, intralesional (Théon et al., 1996;
Spugnini et al, 2009), y por via oral (London et al., 2003). Ademas, en las lesiones mas
superficiales, estan descritos los tratamientos topicos (Gil et al., 2008; Piegols et al.,
2018), asi como el curetaje y la diatermia (Jarrett ef al., 2013). En algunos casos, se puede
recomendar una combinacion de tratamientos.

Los resultados de estas terapias generalmente son buenos, si las lesiones se tratan en la
fase inicial de la enfermedad. Pero en fases mas avanzadas los resultados no son tan
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favorables, aunque parecen prometedoras técnicas aplicadas como la
electroquimioterapia (Spugnini et al., 2009; Tozon et al., 2014).

En general, las terapias combinadas han mostrado resultados mas alentadores. Existen
estudios donde se realiza terapia multimodal con terapia médica, radioterapia y cirugia,
con tiempos de supervivencia largos. Se ha demostrado que la terapia multimodal es
efectiva para muchos tipos de tumores en animales y en las personas. Es posible que los
mejores resultados para los pacientes incluyan una combinacion de control locorregional
mediante cirugia y/o radioterapia, mas quimioterapia con agentes de quimioterapia
dirigidos como toceranib y/o quimioterapia citotoxica (Olmsted et al., 2017).

2.4.1.- Crioterapia/Criocirugia

La criocirugia es una rama de la criobiologia y la cirugia que se ocupa de la aplicacion
terapéutica del frio a temperaturas muy bajas (inferiores a 0 °C) para destruir tejidos en
zonas seleccionadas (Rubinsky, 2000). La criocirugia o crioterapia se conceptualizd
inicialmente, en los afios 60 con fines terapéuticos destinado a la congelacion de material
bioldgico, que provoca una inhibicion fisiologica o destruccion de tejidos (Cooper, 1963).
Es un procedimiento donde se produce la destruccion selectiva del tejido alternando ciclos
de congelacion y descongelacion (Goldstein y Hess, 1977; Withrow y Straw, 1980).

La crioterapia, también llamada criocirugia, crioablacion, crioterapia percutanea o terapia
de crioablacion dirigida. Aunque crioterapia y crioablacion pueden utilizarse
indistintamente, el término «criocirugia» se reserva mejor para la crioterapia realizada
mediante un abordaje quirurgico abierto (Fesseha y Yilma. 2020).

Esta técnica estd muy extendida en medicina humana, donde existen numerosos estudios
que caracterizan su aplicacion e indicaciones (Marques, 1989; Andrews, 2004). Esta
terapia es bastante utilizada en dermatologia (verrugas, lunares, neoplasias cutaneas,
queratosis solares) y en algunos trastornos internos (cancer de higado, prostata y lesiones
cervicales), donde el uso de bajas temperaturas estd controlado, con el fin de destruir
tejidos neoplasicos y no neoplésicos (Clarke, 1991; Andrews, 2004; Gage et al., 2009;
Prado et al., 2017).

2.4.1.1.- Principios de la criobiologia

Las células de mamiferos se destruyen cuando se enfrian a una temperatura de -20°C. La
lesion primaria comienza con la formacion de cristales de hielo, tanto intracelulares como
extracelulares (Graham, 1993). La membrana externa de la célula se rompe por los
cristales intracelulares, y la formacion de hielo fuera de la célula deshidrata el entorno
celular, provocando concentraciones letales de electrolitos y cambios en el pH. Cuando
se dafian los organulos, la célula pierde su capacidad de regular la permeabilidad idnica
y se produce la muerte celular (Korpan, 2012; Baust et al, 2016).

Las neoplasias cutaneas malignas suelen necesitar una temperatura de -50°C, mientras
que las lesiones benignas solo requieren una temperatura de -20°C a -25°C (Jacobs y
Oliver, 2011). Las lesiones pequefias y de bajo grado sufren una respuesta inflamatoria,
pero si se realiza una congelacion severa, ésta produce la muerte de las células y da como
resultado la destruccion del tejido. Ademas, en el tejido tratado se produce hipotermia
con estasis vascular en la microcirculacion del tejido (Gage et al., 2009; Korpan, 2012).
El efecto de la congelacion en la vasculatura, es claramente la causa principal de la muerte
celular. Con la descongelacion, el fallo en la microcirculacion es progresivo, resultando
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en estasis vascular en aproximadamente 1h, lo que asegura la muerte celular por isquemia
(Gage et al., 2009) (Figural).
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Figura 1. Mecanismo de crioterapia (Gage et al, 2009)

Las variaciones en la vascularizacion, la estructura celular y el contenido de agua hacen
que los tejidos respondan de forma diferente a la crionecrosis. Los tejidos secos (por
ejemplo, la cornea) no forman facilmente cristales de hielo y, por lo tanto, no responden
muy bien a la crioterapia. Los componentes celulares de los nervios periféricos se
destruyen por congelacion, pero como el andamiaje de fibras del epineuro no resulta
dafiado, es posible la regeneracion (Beazley et al, 1974; Graham et al, 2004). Los tejidos
cercanos a vasos sanguineos importantes o en zonas muy vasculares son dificiles de
congelar rdpidamente y tienden a descongelarse rapidamente sin pérdida de funcion
(Korpan, 2012).

Se han documentado respuestas inmunitarias dirigidas contra las células tumorales
después de la criocirugia, y la reaccion inmunitaria anticancerosa inducida por la
crioablacion, siendo un fendmeno bien documentado tanto en medicina humana como en
medicina veterinaria (Cooper y Dawber, 2001; Andrews, 2004).

2.4.1.2.- Técnica de crioterapia

Se han ideado varias modalidades de tratamiento en el uso de la crioterapia de las lesiones.
Entre ellas se encuentran la técnica de congelacion con spray, la técnica del aplicador, el
método de la criosonda y el método del termoacoplador (Figura 2). El nitrogeno liquido
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es la mejor fuente universal de congelacion debido a su bajo punto de ebullicion y a su
facilidad de uso. Existen otras fuentes que se utilizan para congelar, como el freon, el
didxido de carbono y el 6xido nitroso, pero no son tan eficaces para destruir las lesiones
debido a sus puntos de ebullicion mas altos (Fesseha y Yilma, 2020).

Figura 2. Dispositivos de criocirugia: Aplicador con punta de algodoén (izquierda), aerosol de
nitrégeno liquido (centro), criosonda (derecha).

Los tiempos de congelacion varian desde los 60 segundos (Graham, 1983) a 3 minutos
(Otterson, 2003). Los tiempos de descongelacion se definen como el tiempo que tarda en
desaparecer el halo de congelacion (hielo) alrededor de la lesion. Las lesiones se pueden
someter a tres ciclos de congelacion-descongelacion (Prado et al., 2017). Si en este
procedimiento se utiliza nitrégeno liquido atomizado (Yiu et al., 2007; Prado et al., 2017),
las temperaturas medias alcanzadas con la aplicacion de nitrogeno liquido varian entre -
160 °C (Otterson, 2003) 6 el 6xido nitroso (NO2) con — 89 °C (Fesseha y Yilma, 2020).

La técnica de crioterapia por pulverizacion es probablemente el método mas utilizado
(Andrews, 2004). Este método es adecuado para la mayoria de las lesiones benignas y
algunas lesiones neoplasicas superficiales. La pulsacion de cada pulverizacion para evitar
la sobreexpansion de la zona tratada evita complicaciones. Los conos redondos son los
mas adecuados para las lesiones redondas y para las lesiones grandes y de forma irregular,
es necesaria la congelacion secuencial (Korpan, 2012; Baust et al, 2016).

El procedimiento se considera seguro, ya que requiere un menor tiempo de anestesia
(Queiroz et al., 2008). Ademas, presenta mejores resultados estéticos y menor morbilidad
que la cirugia convencional (Hoffman y Bischof, 2002). Este procedimiento es apropiado
para el tratamiento de varias lesiones cutaneas superficiales (Kufik, 1994; Zouboulis,
1998), y cuando la cirugia convencional no se puede realizar debido a las comorbilidades
o la localizacion anatémica de la lesion (Ruslander et al., 1997).

2.4.1.3.- Crioterapia en carcinoma de células escamosas (CCE)

Entre las neoplasias malignas, el CCE cutaneo puede ser tratado satisfactoriamente por
criocirugia, ya que este procedimiento permite margenes de seguridad adecuados
(Thomson, 2007; Rodaski et al., 2008). En el caso del CCE, la terapia tiende a ser
efectiva, siempre y cuando se adopten unos criterios de seleccion para los pacientes. El
tiempo de congelacion de las lesiones puede ser un factor determinante para el éxito de
la criocirugia (Prado et al., 2017).

Existen pocos estudios prospectivos en gatos, pero en algunos describen remisiones
completas del 38,5% y parcial de un 46.1% (Prado et al., 2017). Las principales
complicaciones que se observan son la formacién de costras y estenosis de las fosas
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nasales en los CCE del plano nasal (Thomson, 2007; De Quieroz et al., 2008), asi como
despigmentacion y fibrosis (Otterson, 2003). La efectividad de la terapia depende de la
seleccion correcta de los candidatos en funcion del tamafio de la lesion, el tiempo de
congelacion y los cuidados postoperatorios (Prado et al., 2017).

2.4.2.- Tratamiento topicos

Uno de los tratamientos topicos usados en medicina humana y veterinaria para el
tratamiento de lesiones carcinomatosas, como el CCE, es el imiquimod (Gill et al., 2008;
Peters-Kennedy ef al., 2008).El Imiquimod es una imidazoquinolinamina, que es un
modulador del sistema inmunolégico y posee una potente actividad antiviral y
antitumoral en modelos animales y humanos (Stanley, 2002; Schon ef al., 2003; Smith et
al., 2004).

Se ha sugerido que el imiquimod actia tanto directamente al inducir la apoptosis como al
inducir la secrecion de citoquinas proinflamatorias (Stanley, 2002; Schon et al., 2003;
Lysa y Wolf, 2004; Smith et al., 2004). El imiquimod activa los macrdéfagos y otras
células al unirse a los receptores de la superficie celular, como el receptor Toll 7, y por lo
tanto induce la secrecion de citoquinas proinflamatorias como el interferén-a y y (IFN-a,
IFN)-y), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), e interleucina-12 (IL-12). Estas
citocinas promueven una respuesta inmunitaria dominante Th1l, que en general se asocia
con inflamacién y dafo tisular a través de leucocitos inflamatorios activados y con
actividad citolitica como los linfocitos CD8+ (Abbas et al., 1996). El imiquimod también
puede inducir la apoptosis directamente de una manera dependiente de la familia Bcl-2
mediante la regulacion negativa de genes antiapoptoticos como hurpin y HAX-1 (Schon
et al., 2003; Lysay Wolf, 2004).  Los receptores Toll (TLR) son receptores de
patrones moleculares asociados a patogenos, como el ADN bacteriano o el ARN viral. Se
expresan en una variedad de células presentadoras de antigenos (Schon et al., 2003; Lysa
y Wolf, 2004).

El uso de la crema de imiquimod al 5% estd indicado para la queratosis actinica, el
carcinoma de células basales superficiales y las verrugas genitales externas en humanos
(Gill et al., 2008).

En medicina humana se utiliza el fluorouracilo al 5% tdpico en las lesiones preneoplésicas
(dermatosis actinicas) y neopléasicas (Weinstock et al, 2018), pero en medicina
veterinaria su uso se considera peligroso si se ingiere, ya que es extremadamente toxico
en los animales de compafia (Snavely et al., 2010).

2.4.3.- Terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica consiste en la aplicacion topica de un profairmaco como el acido
aminolevulinico (ALA) o aminolevulinato de metilo seguido de un periodo de incubaciéon
definido en que el medicamento es absorbido y convertido a la protoporfirina IX a través
del metabolismo celular (Kibbi et al., 2020). Luego, la protoporfirina IX se activa
mediante el tratamiento con luz visible, que genera radicales libres, citotoxicidad y muerte
celular (Alex et al., 1999).

Tras la absorcion de la energia luminosa, el sensibilizador se transforma de su estado
fundamental a una molécula en estado de triplete excitado. El triplete excitado puede
sufrir dos tipos de reaccion. Puede transferir su energia al oxigeno directamente, para
formar oxigeno singlete, un radical libre de oxigeno altamente reactivo (reaccion de tipo
IT). Alternativamente, puede transferir su energia a moléculas intermedias que luego
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reaccionan con el oxigeno para producir radicales libres (reaccion tipo I) (Henderson y
Dougherty, 1992).

El oxigeno singlete ha sido identificado como una de los principales elementos dafiinos
en la fototerapia (Weishaupt ef al., 1976). Los radicales libres provocan una serie de
eventos intracelulares complejos, danando las membranas celulares (membranas
mitocondriales, reticulo endopldsmico y membranas lisosomal, nuclear y plasmatica) y
culminando en la muerte celular. La liberacion de mediadores inflamatorios de las células
dafiadas provoca vasoconstriccion, agregacion plaquetaria y estasis sanguinea, lo que
lleva a la necrosis por coagulacion. Los efectos combinados de estos procesos conducen
a la muerte de las células tumorales (Stell ez al., 2001).

Varios ensayos clinicos y estudios retrospectivos de CCE han reportado tasas de
recuperacion completa con la terapia fotodindmica que van desde 50% a 100% (Cairnduff
et al., 1994; Bath-Hextall et al., 2013) y se comparan con algunos tratamientos médicos
(Morton et al., 2006). La terapia fotodindmica tiene varias ventajas potenciales sobre otras
terapias, como la baja morbilidad, excelente resultados funcionales y estéticos, la corta
duraciéon del tratamiento y la capacidad para tratar el tejido circundante del tumor
(O’Connell et al., 2018).

Existe cierta controversia con respecto a la respuesta del tratamiento teniendo en cuenta
parametros como el tamafio de la lesion (Morton et al., 2006) o la ubicacion anatomica
(Truchuelo et al., 2012). El nimero de tratamientos y el tiempo de incubacion de ALA
también ha sido analizado con respecto a la eficacia en la eliminacion de lesiones
malignas y premalignas (Salim ef al., 2003).

La fototerapia con ALA y luz azul se considera un método efectivo y bien tolerado para
los casos de CCE. La fototerapia puede proporcionar, ademads, el beneficio adicional de
tratar lesiones premalignas actinicas en los margenes de la zona tratada (Christensen,
2018), para prevenir la formacion de carcinomas en pacientes de alto riesgo con multiples
lesiones. De esta manera, la fototerapia puede tratar tanto CCE in situ y prevenir lesiones
posteriores (Willey et al., 2010).

Con un unico tratamiento, se han observado respuestas completas en nueve de cada diez
lesiones, que incluyen el plano nasal, lesiones auriculares y palpebrales. La tasa de
respuesta completa general para las lesiones tratadas con un unico tratamiento de terapia
fotodinamica se ha mostrado con un 85% (Stell ez al., 2001).

2.4.4.- Terapia quirurgica

Tradicionalmente, la escision quirurgica se ha considerado el tratamiento de eleccion en
este tipo de tumores (Withrow y Straw, 1990; Hauck, 2013). La incision debe ser amplia
para lograr margenes limpios del tumor y la eleccion correcta de los limites de los
margenes de escision es fundamental para tener éxito en la cirugia. En la mayoria de los
casos suele tratarse de cirugias radicales y la limitacion principal es la estética. Se
considera el tratamiento mas exitoso para tratar las lesiones en etapas avanzadas (T3 o
T4) del pabellon auricular, los parpados y el plano nasal. Sin embargo, la principal
limitacion de la cirugia es que el resultado final suele ser inaceptable para algunos tutores
(Murphy, 2013). Los animales con CCE cutaneo con diagndstico temprano y grados bajos
pueden tener un prondstico excelente después de una cirugia agresiva, con tiempos de
supervivencia que oscilan entre 67 y 1860 dias (promedio de 673 dias) (Moore y Ogilvie,
2001).
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Otra modalidad dentro de la cirugia es la utilizacion de laser quirtirgico de dioxido de
carbono (CO»). En la bibliografia, el uso del laser de CO; para la escision quirurgica en
medicina veterinaria se ha descrito en algunos articulos (Bartels, 2002; Paczuska et al.,
2014). Comparado con la cirugia convencional con bisturi, se ha visto una reduccion en
la pérdida de sangre y el sellado de pequefios vasos sanguineos, linfaticos y terminaciones
nerviosas (Hernandez-Divers et al., 2008). Ademas, existen evidencias de que se puede
reducir la contaminacion intraoperatoria con células cancerigenas (Holt y Mann, 2002).
Por lo tanto, estos efectos pueden prolongar los dias libres de enfermedad en gatos a los
que se les extirpa el CCE cutdneo mediante laser de CO». La estenosis de las fosas nasales
es una complicacion en las técnicas de escision quirirgica convencional, por lo que se
suelen colocar tubos nasales (Hendrick et al., 1995).

Este tipo de laser gaseoso emite una luz infrarroja con una longitud de onda de unos
10.600 nm (Kaplan, 2010). Este potente gas produce coagulacion, ablacion y cortes en el
tejido blando y la energia es absorbida por los tejidos que presentan alta concentracion de
agua en su composicion, que antes de transformar esta energia en calor, crean una
ebullicion celular (Omi y Nomano, 2014). Las ventajas del laser de CO> incluyen el
control del sangrado, el edema del tejido y la posibilidad de presentar menos dolor post
operatorio (Ize-lyamu et al., 2013). Sin embargo, el laser de CO», puede producir retraso
en la cicatrizacion de los tejidos, al producirse necrosis (Paczuska et al., 2014).

La reconstruccion microvascular representa una alternativa innovadora en el abordaje
quirargico del CCE oral. Tras la reseccion extensa del tumor, que frecuentemente implica
la eliminacion de una porcidn significativa del hueso mandibular, es posible recurrir a
esta técnica para recuperar tanto la forma como la funcionalidad de la zona afectada. El
procedimiento consiste en trasplantar un segmento 6seo vascularizado, usualmente
tomado del peroné o del radio, con el objetivo de reemplazar el hueso extraido.
Posteriormente, mediante técnicas de microcirugia, los vasos sanguineos del injerto se
conectan a la red vascular cervical del paciente. Este enfoque no solo permite una
adecuada integracion del tejido trasplantado, sino que también contribuye a mejorar
notablemente la calidad de vida del animal al permitirle retomar funciones basicas como
la alimentacion e hidratacion (Yoshikawa et al., 2016; Harris et al., 2019).

2.4.5.- Radioterapia

La radiacion es una modalidad de tratamiento de tumores donde el objetivo principal es
la muerte de las células neoplasicas, respetando el tejido sano adyacente (Hand et al.,
2004).

En el momento del diagnostico, si las lesiones neoplésicas ya se encuentran en estadios
avanzados, en muchas ocasiones, los tratamientos convencionales, como la cirugia con
margenes amplios y la criocirugia, no son factibles. Hasta hace unas décadas, la
radioterapia era el unico tratamiento disponible en estos casos (MacEwen et al., 1987;
Moore y Ogilvie, 2001).

En la literatura se describe que las lesiones avanzadas tienen menos éxito con la
radioterapia que las lesiones en estadios iniciales (Theon et al., 1995; Moore y Ogilvie.,
2002). Un estudio analiz6 el pronodstico de 90 lesiones de CCE en felinos tratadas con
radioterapia, y llegd a la conclusion de que las neoplasias estadificadas como T1 tenian
una mejor respuesta que las neoplasias estadificadas como T4 (Theon et al., 1995).
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En general, el 88 % de los gatos con CCE cutaneo en estadio temprano estan libres de
enfermedad durante 1 afio después del tratamiento con radioterapia, frente a solo el 36 %
de los gatos con CCE cutaneo avanzado (Moore y Ogilvie 2001).

2.4.6.- Plesioterapia

Dentro de la radioterapia, existe una modalidad denominada plesioterapia, que consiste
en la aplicacion terapéutica directa/superficial de una fuente de radiacion a un area de
patologia. Se utiliza estroncio 90 (90Sr) y se ha demostrado su efectividad en el
tratamiento del CCE ocular en pacientes humanos (Cerezo et al., 1990), en perros
(Andrade et al., 2003; Nevile et al., 2015), y en neoplasias cutaneas (Foster et al., 1999;
Hardman y Stanley, 2001; Hammond et al., 2007) y oculares felinas (Bailey, 2023).

2.4.7.- Microbraquiterapia

Se ha desarrollado la técnica de “microbraquiterapia”, como opcion de tratamiento para
tumores inoperables, mediante inyeccion intratumoral directa de microesferas radiactivas
de holmio-166 (166Ho). El 166Ho emite radiacion f que potencialmente permite una
dosis alta, ablativa y absorbida de radiactivos en el tejido tumoral sin afectar los tejidos
circundantes. La aplicacion de microbraquiterapia con 166Ho condujo a respuestas
prometedoras en pacientes felinos con CCE irresecable (Van Nimwegen et al., 2018).

La microbraquiterapia intratumoral se considera un tratamiento eficaz y minimamente
invasivo con una morbilidad minima y efectos secundarios limitados. La optimizacion
del procedimiento puede mejorar la distribucion espacial de 166Ho MS dentro del tumor
después de la inyeccion, especialmente en tumores grandes, y dar como resultado una
tasa de respuesta tumoral mejorada (Van Nimwegen et al., 2018).

2.4.8.- Quimioterapia

La quimioterapia sistémica es una terapia utilizada frecuentemente en el tratamiento de
neoplasias, a pesar de la cantidad de salvedades relativas al hecho de que se basa
principalmente en pautas de administracion pulsatil utilizando las dosis maximas
toleradas de farmacos citotoxicos. Basdndose en la tolerancia media del medicamento y
considerando que los medicamentos contra neoplasias son mas toxicos que los
medicamentos pertenecientes a otras categorias, esto a menudo resulta en una alta
morbilidad y mortalidad para los pacientes. Debido a esto, se pautan pausas entre las
administraciones de las dosis de quimioterapia para permitir la recuperacion de los efectos
secundarios (Emmenegger et al., 2004).

La quimioterapia se ha utilizado para controlar la enfermedad local o reducir el estadio
de la enfermedad macroscopica, pero su uso ha sido limitado en CCE felino debido a la
baja tasa de respuesta (Theon et al., 1996; Martinez-Ruzafa et al., 2009; Murphy, 2013).
La quimioterapia con carboplatino intratumoral se considera segura y eficaz en gatos con
CCE del plano nasal (Theon et al., 1996).

2.4.8.1.- Toceranib

-16 -



REVISION BIBLIOGRAFICA

Uno de los tratamientos de quimioterapia oral utilizados en la clinica diaria es el fosfato
de toceranib, que suele ser bien tolerado en gatos y perros, y mejora los tiempos de
supervivencia, especialmente cuando se combina con antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs). La administracion de AINEs también se asocia con mejores tiempos de
supervivencia (Wiles et al., 2017). El toceranib es un inhibidor que bloquea varios
receptores de tirosina quinasa que se encuentran en la superficie celular, incluido el KIT
(Split-quinasas), el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas, la tirosina quinasa FMS 3 y el Flt-3 (Mitchell
etal., 2012).

Los receptores tirosina quinasa (RTQ) son unas proteinas de membrana a través de las
cuales median sus efectos la mayoria de los factores de crecimiento. La activacion de los
RTQ participa en la mediacion de muchos procesos, incluyendo el crecimiento celular, la
supervivencia celular, la formacion de nuevos vasos (neovascularizacion) y la reparacion
de los tejidos (Druker ef al., 1996). Existe un RTQ que se denomina KIT, expresado en
la superficie de las células madre hematopoyéticas, asi como en otros tipos de células. El
KIT 6 ¢-KIT, también llamado CD117 ¢ Kit del receptor de células madre del factor de
crecimiento de mastocitos (SCFR) (Abbaspour Babaei et al., 2016). Hasta donde
sabemos, las mutaciones en los genes que codifican KIT aun no se han identificado en el
CCE felino (Zagar y Schmidt, 2023), aun asi, se sigue utilizando en oncologia felina.

El toceranib produce una inhibicion competitiva del trifosfato de adenosina en los
receptores y previene la fosforilacion del mismo y la consecuente activacion de las vias
de sefalizacion asociadas (London ef al., 2003). El mecanismo de accion de toceranib en
tumores solidos atn no se ha establecido por completo, pero puede deberse a efectos
antitumorales directos, inhibicion de la angiogénesis o ambos (London et al., 2012). Al
inhibir la fosforilacion del KIT, suprime la proliferacion celular e induce el arresto del
ciclo celular en la fase G1, asi como apoptosis de las lineas malignas de los mastocitos in
vitro, expresando varias formas de mutacion del KIT (Halsey et al., 2014). Debido a todo
lo expuesto, se considera que este inhibidor de la tirosina quinasa es un tratamiento con
alto grado de especificidad (Winkler ef al., 2014; Jiao et al., 2018).

Este farmaco fue desarrollado originalmente como un agente angiogénico, pero
posteriormente se observd que poseia un potencial antitumoral a través de la inhibicion
de la autofosforilacion del Kit y la proliferacion de mastocitos (Hasley et al., 2014). Por
esta razon, es un tratamiento usado en los mastocitomas caninos, sin embargo, este
farmaco, tiene actividad contra otros tumores en perros como el carcinoma mamario, el
sarcoma de tejidos blandos y el adenocarcinoma de glandulas anales (London et al.,
2009).

Los inhibidores de la tirosina quinasa (ITQ) con frecuencia pueden producir toxicidad en
los tejidos sanos, posiblemente por el efecto de la inhibicion mantenida en el tiempo de
los receptores de tirosina quinasa, expresados en los tejidos normales. Pueden producir
anorexia, vomitos, diarrea y sangrado en el sistema gastrointestinal en los pacientes
tratados (London et al., 2009). La anorexia es un hallazgo comun en gatos tratados con
toceranib; sin embargo, la alta incidencia de anorexia antes del tratamiento sugiere que
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muchos de estos pacientes experimentan anorexia debido a las lesiones de CCE (Harper
y Blackwood, 2017; Merrick et al., 2017).

Segun los datos que se manejan, el toceranib puede tener potencial hepatotoxico en gatos,
evidenciandose en algunos casos, elevaciones de la ALT, hiperbilirrubinemia, elevacion
leve de la fosfatasa alcalina sérica, cardiotoxicidad y muerte. A pesar de estos datos,
también se han observados aumentos de la supervivencia a largo plazo con un beneficio
clinico en >56 % de los gatos tratados con toceranib (Rathore et al., 2014; Merrick et al.,
2017). Otro de sus efectos toxicos, que es bien conocido, es la induccion de leve
neutropenia, sin embargo, con frecuencia se resuelve con el tiempo. Se ha descrito en la
especie canina, el desarrollo de temblores musculares, que se tratan con AINEs, tramadol
u otras drogas. Curiosamente, este efecto toxico en perro, desaparecen una vez que la
terapia se reinicia (London et al., 2009).

En gatos no hay evidencias de que produzca proteinuria o cojera, COmo ocurre en perros
(Merrick et al., 2017; Zagar y Schmidt, 2023). Por otro lado, con respecto a los efectos
toxicos, hay que tener en cuenta que, como ocurre con muchos perros tratados con
toceranib, la mayoria de estos animales ya han recibido terapia multimodal, incluida
cirugia, radioterapia y quimioterapia citotoxica previa (Harper y Blackwood, 2017).

Aunque este tratamiento tienes grandes ventajas en el tratamiento del cancer, aun existen
ciertos retos que superar, como, por ejemplo, pacientes que, aunque son sensibles a los
ITQ, las células son capaces de autorregularse contra la diana del inhibidor de tirosina.
Por eso, hoy en dia, existe una resistencia a los ITQ y la progresion de la enfermedad
oncoldgica es inevitable (Togashi et al., 2015). Se ha visto que estas moléculas inhiben
la proliferacion celular por inhibicion de KIT pero también aumentan la expresion de
COX-2, lo que sugiere un posible mecanismo para la resistencia al tratamiento y una
justificacion para combinar masitinib o toceranib con un inhibidor de la COX-2 (Rathore
etal.,2014).

2.4.8.2.- Metotrexato

Se ha estudiado el uso de este farmaco antimetabodlico (retrasa el crecimiento celular) de
uso humano para el cancer de mama o la psoriasis, en lineas celulares (in vitro) de CCE
oral felino, con buenos resultados. Las dosis efectivas que se utilizaron eran mas bajas
que las usadas en medicina humana, por lo que su uso para el CCE oral en felinos parece
una buena opcidn (Tortochaux et al., 2011; Piegols et al., 2018).

2.4.9.- Electroquimioterapia
2.4.9.1.- Introduccion a la electroquimioterapia

La electroquimioterapia (EQT) se ha mostrado eficaz para tratar neoplasias sélidas en
diversos tipos histologicos, y se ha utilizado en medicina humana desde 1991. En
medicina veterinaria, el primer caso descrito data de 1997 (Devauchelle et al., 1997). La
EQT ha sido investigada durante los ultimos 15 afios como tratamiento paliativo,
adyuvante, neoadyuvante o administrada en el momento de la cirugia en multitud de
lesiones neoplasicas (Maglietti et al., 2016; Spugnini et al., 2019; Ribeiro et al., 2023).
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Este tratamiento presenta una serie de propiedades Uinicas como la alta especificidad
enfocada en las células cancerigenas, el alto grado de efecto localizado, la capacidad de
conservar la respuesta inmunitaria innata y la estructura de la matriz extracelular
(MiklavcTic™, 2012; Simcic et al., 2021).

Esta terapia se basa en la electroporacion (creacion de poros en la membrana celular)
reversible y temporal de las células tumorales, mediante la aplicacion de pulsos eléctricos,
con electrodos disefiados para este fin. El objeto de permeabilizar la membrana celular es
la de permitir el ingreso de agentes citotoxicos al espacio intracelular, causando de esta
manera que su efectividad aumente considerablemente (Spugnini y Porrello, 2003;
Cemazar y Sersa, 2019) (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos de perfusion del farmaco tras la electroporacion. (A) Membrana citoplasmatica
antes de la aplicacion de pulsos permeabilizantes: el farmaco lipofobico no puede entrar en la célula sin la
intervencion de un transportador transmembrana. (B) Los pulsos permeabilizantes inducen transmembrana
y/o (C) la formacién de poros en la bicapa lipidica de la membrana (Spugnini y Baldi, 2019).

Cuando una célula es expuesta a un campo eléctrico externo, un voltaje transmembrana
induce en la célula la creacion de estos poros en su superficie. Este voltaje debe exceder
el valor limite, para que se produzca la electroporacién y se formen estos poros
hidrofilicos y comience el flujo de moléculas a través de la membrana celular hacia su
interior (Daskalov et al., 1999; Kotnik et al., 2010) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema donde se representa una célula rodeada de una molécula hidrofobica (azul) y como al
recibir pulsos eléctricos se crean poros (electroporacion), y se produce la entrada de la droga a través de la
membrana celular (Miklavc™ic”, 2012).

Aunque el limite para la electroporacion depende de numerosos factores fisicos, como el
tamafio y la forma de la célula, factores bioldgicos como la estructura del citoesqueleto y
la composicion de la membrana, asi como los pardmetros eléctricos de amplitud,
duracién, nimero de pulsos y la frecuencia de repeticion de éstos, es posible lograr la
electroporacion in vitro e in vivo independientemente del tipo de célula o tejido (Teissie
et al., 2005; Dos Anjos et al., 2020).

2.4.9.2.- Electroporadores y parametros de pulso

Los parametros de pulso estdndar aceptados para EQT son 8 pulsos monopolares de onda
cuadrada de 100 ps, con una frecuencia de repeticion de 1 a 5.000 Hz, con una relacion
voltaje-distancia de 1.000 a 1300 V/cm, dependiendo de los electrodos utilizados. La
frecuencia de repeticion no afecta a la respuesta. Cuando se utilizan frecuencias
superiores a 100 Hz, solo se ve una contraccién muscular que mejora la tolerancia y la
comodidad para el paciente (Pucihar y Miklav¢i¢, 2002; Miklavcic et al., 2005).

Los pulsos de onda cuadrada monopolar son el tipo de pulso preferido para EQT. Sin
embargo, muchas configuraciones de pulsos bipolares también han mostrado buenos
resultados (Spugnini et al., 2004; Spugnini y Baldi., 2019). Se necesita mas investigacion
para determinar si hay beneficios de usar pulsos bipolares en la electrotransferencia de
genes o la EQT (Maglietti et al., 2020; Potoc¢nik et al., 2021).

2.4.9.3.- Farmacos utilizados

Se utilizan agentes lipofobicos combinados con la electroporacion, promoviendo la
muerte celular después de mejorar la captacion de estos farmacos dentro de las células
neoplasicas (Cemazar y Sersa, 2008; Murphy, 2013; Spugnini et al., 2015; Diop et al.,
2024). El mecanismo de accion de esta terapia, consiste en estos cambios en la membrana
celular que se han descrito y se han podido observar bajo microscopia electronica, con la
cual se han visto defectos en la organizacién dindmica de los lipidos y proteinas de la
membrana, que culminan con la formacién de areas que presentan estructura de poros,
con una intensa agrupacion de las proteinas transmembranales (Spugnini et al., 2007;
Maglietti et al., 2016; De Castro Cunha et al., 2023).

Estos cambios sugieren que las alteraciones en los lipidos y las proteinas, y la cohesion
de las proteinas alteradas, producen cambios en la polaridad al mismo tiempo que
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cambian la orientacion de las cabezas de los lipidos en las membranas celulares.
Finalmente, el flujo intercelular de microvesiculas en las células cancerigenas cesa,
seguida de la destruccion de los organulos, por los pulsos eléctricos, e inducido por
deterioro de las citoquinas y patrones de sefalizacion intracelular (Spugnini ef al., 2009;
Sim¢ic et al., 2021).

2.4.9.3.1.- Bleomicina

La bleomicina se ha considerado el farmaco citotdxico fundamental de la EQT, ya que su
captacion se facilita después de la permeabilizacion de la membrana celular por pulsos
eléctricos (electroporacion), lo que produce un aumento de la citotoxicidad en 700 veces
(Spugnini et al., 2019). La bleomicina produce la fragmentacion del ADN, lo que da como
resultado la detencioén de la fase G2-M del ciclo de replicacion celular de las células
neoplasicas (Maglietti et al., 2016; Spugnini et al., 2016; Spugnini ef al., 2019).

Este fairmaco puede atravesar la membrana celular utilizando receptores proteicos
especificos, ya que su naturaleza lipofilica evita que pueda difundir (difusion simple), lo
que se traduce en una lenta y extremadamente limitada entrada en condiciones normales
(Pron, 1993). El complejo formado entre la bleomicina y el receptor de membrana es
transferido al citosol mediante endocitosis utilizando vesiculas. Una vez se encuentra en
el nucleo, la bleomicina, rapidamente produce alteraciones en el ADN, que es similar a
la que produce la radiacion (Pron et al., 1993; Tounekti et al., 1993). La toxicidad de la
bleomicina cuando esta alcanza el ambiente intracelular esta limitada por su tipo de
difusion (menos del 0.1% alcanza su diana en cultivos celulares) a través de la membrana
(Pron et al., 1993; Dos Anjos et al., 2020). Por esta razén, a pesar de su potencial
terapéutico, el uso de la bleomicina estuvo limitado en el ambito clinico, hasta que se
observd que su citotoxicidad aumentada significativamente mediante el uso de la
electroporacion, lo que ha provocado que se haya retomado su uso (Spugnini y Porrello,
2003; Sersa et al. 2008; Diop et al., 2024).

En la EQT para tratar los CCE en gatos, el citostatico elegido para la administracion
intravenosa es también la bleomicina. Se puede utilizar inyectandolo directamente en la
lesion (intratumoral) e incluso, combinar con la inyeccion por via intravenosa. Tras su
ingreso en el paciente y su distribucion en el espacio intersticial de las células, se procede
a la aplicacion de una serie de pulsos eléctricos que se aplican en el area directamente con
electrodos disefiados para cada localizacion o tipo de lesion. La propia electricidad,
ademads del efecto del quimioterapico en el ADN de las células cancerigenas, puede
destruir por si sola, a las células (Spugnini et al., 2009; Spugnini y Baldi, 2019).

Los estudios han utilizado diferentes dosis de bleomicina que oscilan entre 15 y 30 mg/m?
en gatos diagnosticados con CCE con resultados variables (Spugnini et al., 2015; Tozon
et al., 2015; Spugnini et al., 2019; Diop et al, 2024). En humanos se ha propuesto una
dosis reducida (10.000 Ul/m?) para mostrar la misma eficacia que la dosis estandar
(15.000 UI/m?) en pacientes ancianos con neoplasias de piel no melanomas en cabeza y
cuello. Ademas, otros autores también han utilizado una dosis reducida de 10 mg/m? y
han obtenido buenos resultados en humanos (Mir et al., 1998).
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Dado que la dosis reducida present6 buenos resultados en humanos, se planted la hipdtesis
que los gatos podrian beneficiarse de los tratamientos con dosis reducidas. Por lo tanto,
el estudio tuvo como objetivo evaluar la clinica, parametros, localizacion de la lesion,
estadificacion, intervalo libre de enfermedad y tiempo de supervivencia, comparando la
dosis estandar de bleomicina (15.000 UI/m?) con una dosis reducida (10.000 UI/m?) en
gatos con CCE, que se sometieron a EQT como tnica modalidad de tratamiento (Dos
Anjos et al., 2020).

2.4.9.3.2.-Cisplatino

En la EQT se usan bleomicina o cisplatino (ambos agentes lipofobicos), y su eficacia ha
sido demostrada en diversos tipos de tumores con diferentes resultados (Cemazar et al.,
2019). El cisplatino, puede aumentar su concentracion y citotoxicidad mediante el mismo
mecanismo, sin embargo, su captacion estd menos influenciada por la aplicacion de
pulsos eléctricos y es por ello, que ha sido menos investigado (Tozon et al., 2001). Al
igual que ocurre con la bleomicina, el cisplatino, presenta poca permeabilidad a la hora
de atravesar la membrana celular, por lo que también es mas efectivo al aplicarlo junto
con la electroporacion (Miklavc™ic”, 2014). El cisplatino estd contraindicado en gatos
debido a su grave toxicidad pulmonar, que puede provocar edema pulmonar agudo y ser
potencialmente mortal. Por lo tanto, este firmaco no debe administrarse a gatos por
ninguna via (Maglietti et al., 2020; Tellado ef al., 2022). En el caso de los perros la via
de eleccion es la intratumoral cuando se utiliza en EQT en una concentracion de 1mg/ml.
En pacientes caninos se puede usar por la via intravenosa, pero tiene un potencial
nefrotoxico importante (Tellado et al., 2022). En aves esta descrita la administracion de
cisplatino intratumoral a dosis de 1mg/kg combinada con la electroporacion (Tellado et
al., 2022).

2.4.9.3.3.- Carboplatino

Otro agente quimioterapico, menos usado que la bleomicina, es el carboplatino, utilizado
para tratar diversos tipos de tumores en animales, como osteosarcomas, carcinomas de
células transicionales y melanomas. En perros, la dosis intravenosa recomendada es de
300 mg/m?, administrada en infusiéon durante 16 a 60 minutos cada 3 semanas. Es
fundamental evitar el uso de agujas o equipos que contengan aluminio durante su
preparacion y administracion, ya que el aluminio puede reaccionar con el carboplatino,
formando precipitados y reduciendo su eficacia. La monitorizacion regular de
hemogramas completos, recuento de plaquetas y parametros bioquimicos es esencial para
detectar posibles efectos adversos, como mielosupresion o toxicidad renal (Maglietti et
al., 2020; Diop et al, 2024).

En gatos, el uso de carboplatino requiere precauciones adicionales. Aunque algunas
fuentes indican que puede administrarse por via intravenosa a dosis de 230-250 mg/m?
cada 21 dias, otras fuentes sefialan que no se recomienda su uso en felinos debido a la
falta de estudios concluyentes sobre su seguridad y eficacia en esta especie (Tellado et
al., 2022).

2.4.9.3.4.- Calcio
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Una sustancia que ha surgido como alternativa a la bleomicina y el cisplatino, es el calcio,
que se usa a dosis de 8.8 mg/ml (220 Mm). Su mecanismo de accioén consiste cuando
entra en el citoplasma celular, provocar apoptosis por deplecion de ATP. El calcio ha
mostrado menor eficacia que la bleomicina o el cisplatino, ya que posee poca selectividad
para las células en replicacion, aunque su efectividad se situa en el 70%. Se usa
principalmente en medicina equina, aunque en pequefios animales se usa principalmente
como una alternativa en hembras gestantes, donde los quimioterdpicos estan
contraindicados (Falk et al., 2018; Frandsen et al., 2020).

2.4.9.3.5.- Otros farmacos

Otros farmacos que han demostrado su eficacia in vifro mediante la electroporacion,
potenciando su eficacia, son la peplomicina, ciclofosfamida y mitomicina (Vasquez,
2012). Se han llevado a cabo estudios experimentales in vitro sobre la doxorrubicina, 5-
fluorouracilo y taxol, siendo moderadamente efectiva solo la doxorrubicina en la EQT
para sarcomas (Jaroszeski et al., 2002).

2.4.9.4.- Indicaciones de la electroquimioterapia

La EQT se esta investigando y utilizando en el tratamiento del CCE y otros tipos de
tumores, valorando su eficacia y tasa de efectos adversos. El uso de EQT en medicina
veterinaria ha ido en aumento en los tltimos afios, como terapia Unica o en combinacion
con terapias convencionales (cirugia y quimioterapia) obteniéndose buenos resultados en
tumores de diferentes grados histolégicos y localizaciones, siendo los tumores con
localizacion en la cabeza y el cuello, y especialmente en cavidad oral, en los que mas se
ha utilizado (Spugnini y Porrello, 2003; Tellado et al., 2022; Diop et al., 2024).

La EQT puede ser particularmente util para tumores que son dificiles de tratar con cirugia,
o radioterapia, o para tumores recidivantes, que han reaparecido después de tratamientos
previos (Spugnini y Baldi, 2019). Los estudios han demostrado que la EQT puede ser una
opciodn de tratamiento eficaz para el CCE en gatos, con una alta tasa de control del tumor
y efectos secundarios minimos. Sin embargo, la EQT puede no ser adecuada para todos
los casos de CCE en gatos. La decision de utilizar la EQT debe tomarse caso por caso,
teniendo en cuenta factores como el tamafio y la ubicacion del tumor, la salud general del
gato y las preferencias y el presupuesto del propietario (Maglietti et al., 2016).

Debido al alto grado de efectividad, se estan desarrollando nuevas técnicas, electrodos y
tecnologia para tratar tumores solidos internos como en el higado, metastasis Oseas,
sarcomas de tejidos blandos, tumores cerebrales, en colon y recto, asi como tumores
esofagicos (Miklavc™ic”, 2012). Tras los ensayos e informes de pacientes humanos
(Daskalov et al., 1999), se han realizado varios ensayos en gatos y perros con neoplasias
de aparicion espontanea utilizando ciclos de pulsos bifésicos electropermeabilizantes. Los
estudios preliminares fueron destinados a identificar las neoplasias que responden
(Spugnini y Porrello, 2003) y posteriormente, a desarrollar electrodos adecuados
(Spugnini et al., 2005).
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La EQT es una técnica que puede, ademds de reducir el tamafo del tumor, mejorar la
calidad de vida de los pacientes con neoplasias, y aunque no fuese curativa, puede ofrecer
un mayor tiempo de supervivencia con menor grado de dolor y sangrado (Maglietti et al.,
2016; Spugnini y Baldi, 2019). Sin embargo, la EQT tiene algunos efectos secundarios,
como inflamacion y dolor en el area de tratamiento. Ademas, no es adecuada para todos
los tipos de tumores. Se puede producir una desfiguracion en la zona tratada, resultante
de la desaparicion del tejido tumoral, pero los gatos con la enfermedad pueden vivir
durante largos periodos de tiempo. Como para la mayoria de los tumores, es mejor tratar
el CCE cutaneos cuando las lesiones son pequefias y poco invasivas en el tejido debajo
de la capa superior de la piel (Maglietti e al., 2016; Tellado et al., 2022).

En cuanto a los efectos secundarios, cabe sefialar la existencia de estudios donde se
observo mayor toxicidad del tratamiento local asociado con una mayor relacion entre
amplitud y distancia eléctrica (1200 frente a 1000 V/cm) (Togangliorrigiani et al., 2019).
La EQT ha mostrado una tasa de respuesta objetiva entre el 70 y 94% en lesiones
primarias o metastdsicas cutaneas, subcutaneas y mucocutdneas tanto en humanos como
en animales (Devauchelle ef al, 1997; Sersa et al, 2012).

2.4.9.5.- Otras aplicaciones de la electroquimioterapia

2.4.9.5.1.- Electrotransferencia génica

La posibilidad de permeabilizar de forma transitoria la membrana celular mediante la
electroporacién se emplea con éxito para la introduccion de material genético. Los
plasmidos especificos se conducen al interior de las células, se transcriben y se traducen
para la secrecion de la proteina. Los campos de aplicacion de la electrotransferencia
genética son numerosos: vacunas profilacticas y terapéuticas (oncologicas y
antiinfecciosas), terapias oncologicas inmunoestimulantes, terapias  génicas
(enfermedades congénitas, psoriasis, maculopatia degenerativa) (Daud et al., 2008; Jones
et al.,2024).

La investigacion y el desarrollo en los Ultimos afios han llevado a el resurgimiento de
varios avances tecnologicos notables en las vacunas de ADN. Estos incluyen:
optimizacion de construcciones de ADN; desarrollo de nuevos procesos de fabricacion
de ADN y formulaciones; aumento de las respuestas inmunes con nuevos adyuvantes
moleculares codificados; y la mejora en estrategias de administracion in vivo que incluyen
la electroporacion (EP) (Sardesai y Weiner, 2011; Kisakov et al., 2024).

De estos, la entrada de antigenos mediada por la EP ha generado un entusiasmo
considerable y parece haber tenido un gran impacto en la inmunogenicidad de las vacunas
y su eficacia, al aumentar la entrada de antigenos en las células hasta 1000 veces mas que
si se introdujera el ADN desnudo (Sardesai y Weiner, 2011). De hecho, las respuestas
inmunes y la proteccion contra los patdgenos observadas después de la administracion
del ADN a través de la EP, en muchos casos es comparable o superior a otros formatos
de vacunas bien estudiadas, como las que usan vectores virales y vacunas de virus
vivos/atenuados/inactivados (Sardesai y Weiner, 2011; Kisakov et al., 2024).
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El uso de electrotransferencia para la introduccion de ADN a células procaridticas y
eucariotas in vitro ha sido bien estudiado y ampliamente utilizado durante muchos afios.
Sin embargo, solo recientemente se han utilizado campos eléctricos para mejorar la
transferencia de ADN a células animales in vivo, y esto se conoce como
electrotransferencia génica o electroporacion de ADN in vivo (Trezise, 2002; Sardesai y
Weiner, 2011). Algunas de las ventajas de este método de transferencia de genes de
células somaticas son que es un método simple que puede usarse para transferir casi
cualquier fraccion de ADN a células y tejidos animales in vivo; se pueden transfectar
multiples combinaciones de ADN; es igualmente aplicable a células en division y en
reposo; no es necesario subclonar el ADN en un vector de transferencia viral especifico
y no hay necesidad de producir reservas virales de titulo alto; y, como no se expresan
genes virales, hay menos posibilidades de que se produzca una reacciéon inmunolédgica
adversa a las secuencias del vector (Trezise, 2002; Sardesai y Weiner, 2011).

Ademas de interesantes aplicaciones en biologia del desarrollo embrionario, la
electrotransferencia de ADN in vivo también se esta utilizando para transferir genes al
musculo esquelético e impulsar la expresion de proteinas terapéuticamente activas, y para
examinar la funcién de genes y proteinas exogenas en células adultas normales situadas
dentro del complejo entorno de un sistema de tejidos y 6rganos in vivo (Trezise, 2002;
Sardesai y Weiner, 2011).

2.4.10.- Inmunoterapia

En el frente terapéutico, la inmunoterapia ha surgido como una nueva modalidad de
tratamiento prometedora para el CCE oral. Al utilizar el propio sistema inmunologico del
gato para combatir las neoplasias, las inmunoterapias, como los inhibidores de los puntos
de control inmunolégico, pueden mejorar potencialmente las tasas de supervivencia y la
calidad de vida (Taiy y Ngan, 2023).

Por ejemplo, las terapias que inhiben la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1)
o su ligando, PD-L1, podrian restaurar la capacidad del sistema inmunoldgico para
reconocer y destruir las células neoplasicas. Aunque estos tratamientos aiin se encuentran
en etapas experimentales para gatos, se han mostrado prometedores resultados (Araya et
al., 2021).

Otro avance reciente en el tratamiento del CCE oral es la aplicacion de terapia dirigida.
Este enfoque utiliza firmacos disefiados para interferir especificamente con ciertos
objetivos moleculares que desempefian un papel crucial en el crecimiento, la progresion
y la propagacion de neoplasias. Algunas de estas terapias dirigidas incluyen inhibidores
de la tirosina quinasa y anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, el uso de inhibidores de
moléculas pequenas que se dirigen a los receptores del factor de crecimiento implicados
en el CCE oral podria ofrecer una forma de detener la progresion de la enfermedad (Gadde
y Poda, 2023).

Por ultimo, los sistemas de administraciéon de farmacos basados en nanotecnologia
ofrecen nuevas esperanzas en el tratamiento del CCE oral. Al aprovechar particulas a
nanoescala, para administrar agentes terapéuticos directamente al sitio del tumor, estas
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tecnologias pueden aumentar la eficacia de los farmacos y al mismo tiempo minimizar
los efectos secundarios sistémicos. Los liposomas y las nanoparticulas poliméricas, por
ejemplo, pueden disefiarse para encapsular farmacos de quimioterapia, mejorando su
acumulacion en el sitio del tumor y reduciendo al mismo tiempo su distribucion a los
tejidos sanos. Esto es especialmente pertinente en el tratamiento CCE oral, donde la
quimioterapia convencional a menudo produce un éxito minimo debido a la naturaleza
quimiorresistente de la enfermedad (Tai y y Ngan, 2023).

2.4.11.- Antinflamatorios no esteroideos (AINEs)

La inflamacion suele estar asociada a la progresion y el desarrollo de las neoplasias. Entre
otros componentes, las ciclooxigenasas y la produccion de prostaglandinas intervienen de
forma importante en el desarrollo del proceso inflamatorio (Kumar et al., 2014), razén
por la cual, en esta ultima década, el estudio de su papel en la progresion y prevencion
del cancer ha sido ampliamente investigado. La enzima prostaglandina G/H sintetasa,
también conocida como ciclooxigenasa (COX), controla la sintesis de prostaglandinas a
partir del acido araquiddnico. Se reconocen fundamentalmente tres isoformas de esta
enzima: ciclooxigenasa-1 (COX-1), ciclooxigenasa-2 (COX-2), ciclooxigenasa-3 (COX-
3) (Smith et al., 2000). La COX-1 se expresa en una amplia variedad de células y tejidos
como la corteza renal, la mucosa gastrica y también sobre plaquetas y endotelio vascular.
Es la responsable de mantener las funciones esenciales del sistema digestivo, urinario y
cardiovascular, mediante la sintesis de eicosanoides (Zmigrodzka et al., 2018). La COX-
2 es una enzima que se suele inducir en respuesta a citoquinas asociadas a enfermedades
inflamatorias y a carcinogénesis (Bernard et al., 2008). Esta isoforma favorece la
angiogénesis, la invasion tisular por parte de células tumorales y la resistencia tumoral a
la apoptosis (Xu et al., 2014). De acuerdo con varios de los estudios citados, la tercera
isoforma COX-3 es la més abundante en la corteza cerebral de humanos, ratones y perros,
relacionandola con el desarrollo de los glioblastomas (Zmigrodzka et al.,2018).

En los diversos estudios en los que se ha evaluado la sobreexpresion de COX-2 en
animales, se ha establecido que ésta se sobreexpresaba en varios tipos de tumores tanto
felinos como caninos de la piel, glandulas mamarias, vejiga urinaria, intestinos y huesos,
entre otras localizaciones (Dor¢, 2011; Millanta et al., 2014). Pero atn son pocos los
estudios en animales que aborden el tratamiento farmacolégico del CCE con este tipo de
drogas. Respecto a los AINEs no especificos de COX-2, como el piroxicam, se ha
observado que pueden tener un efecto antitumoral en perros con CCE (Knapp et al., 1992;
Schmidt ef al., 2001). La eficacia de los AINEs especificos de COX-2 como los Coxibs
en el tratamiento del CCE no estd tan documentada. No existen estudios especificos de
este carcinoma en los que se hayan utilizado clinicamente Coxibs como terapia contra el
cancer. Aun asi, debido a la caracteristica sobreexpresion de la enzima COX-2 en sus
células cancerigenas y a los estudios experimentales y clinicos que se han elaborado con
este tipo de farmacos en otras neoplasias similares, estaria justificado proponer un
farmaco de este tipo para su tratamiento.

2.4.12.- Otros tratamientos
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En la literatura se citan algunos tratamientos preventivos como el tatuaje de
lesiones y el uso de betacarotenos, que deberian utilizarse al establecer el diagndstico de
queratosis actinica (Lucas y Larsson, 2006).

2.5.- ELECTROQUIMIOTERAPIA EN OTROS TUMORES Y/O
ESPECIES

Diversos estudios y articulos han descrito la eficacia de este tratamiento en animales de
compaiiia con neoplasias espontaneas (Tozon et al., 2005; Spugnini et al., 2009; Spugnini
et al., 2019; Dos Anjos et al., 2019; De Castro Cunha et al., 2023). La EQT tiene la
ventaja de ser efectiva en otro tipo de tumores, y no s6lo en el CCE.

2.5.1.- Sarcoma de tejidos blandos

Uno de estos ejemplos, es el Sarcoma de tejidos blandos (STB). La EQT ha demostrado
ser una terapia segura y eficaz para el control local de STB en animales de compaiia,
especialmente cuando se administra de forma adyuvante a través de la generacion de
trenes de pulsos bifasicos (Spugnini y Porrello 2003; Spugnini et al., 2005; Spugnini et
al., 2006; Spugnini et al., 2007). Actualmente, se siguen haciendo ensayos clinicos en
animales de compaiiia, con los diferentes subtipos de STB tratados con EQT, mostrando
resultados prometedores e identificando patrones de respuesta y factores prondsticos muy
utiles (Spugnini et al., 2007).

En los STB se debe considerar el uso de la EQT con bleomicina junto con cirugia como
una opcion de tratamiento para el STB canino, especialmente los localizados en una
extremidad donde se prefiere el tratamiento conservador (no realizar amputacion) o
cuando la cirugia no se puede realizar con margenes amplios o combinar con radioterapia.
Ademas, la EQT como monoterapia debe considerarse una opcion de tratamiento en
aquellas lesiones diagnosticadas de STB de tamafios pequefios y que no son factibles, o
son rechazadas otras estrategias terapéuticas (Torrigiani ef al., 2019).

2.5.2.- Tumores de estirpe epitelial

En cuanto a los tumores de estirpe epitelial, encontramos el carcinoma intranasal, donde
la aplicacion de EQT puede ser eficaz en la eliminacion del tumor en la cavidad nasal.
Los hallazgos clinicos demuestran que la proximidad dsea con el electrodo (<3 mm) es
un factor importante a considerar en aplicaciones de EQT en esta localizacion. Para
mejorar la conductividad de la electricidad en esta zona se puede utilizar una instilacién
de solucion salina al 0,9 % NacCl, asi como la propia sangre que pueda existir alrededor
de la lesion (Suzuki et al., 2017).

La EQT ha demostrado ser una terapia exitosa y eficiente en el tratamiento de los
carcinomas de células basales (CCB), incluso en una amplia gama de tipos histolégicos
tumorales, aunque el CCB parece ser altamente sensible. En todos los tumores en general,
pero en el caso del CCB en particular, el tamafio de la lesion es relevante, donde las
lesiones de menos de 3 cm? consistentemente muestran tasas de respuesta mas altas. Se
han hecho estudios retrospectivos que demuestran, no sélo la eficacia, sino ademas los
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tiempos largos libres de enfermedad de los pacientes tratados con EQT (Clover ef al.,
2020).

Otra aplicacion de la EQT es el tratamiento de los tumores de células apocrinas. Los
tratamientos convencionales aplicados en este tipo de tumores eran la cirugia,
radioterapia, el tratamiento médico o una combinacion de todas estas técnicas (Potanas et
al., 2015; Barnes y Demetriou, 2017; Meier et al., 2017; Valenti et al., 2021). La cirugia
se considera el mejor tratamiento en el caso de los perros, con lesiones no metastasicas o
metastasis en linfonodos regionales (centinelas) (Skorupski et al., 2018), con intervalos
libres de enfermedad de la cirugia, con o sin terapia adyuvante, de 262 a 443 dias (Potanas
et al.,2015; Wouda et al., 2016). En el caso de la EQT se demuestra que puede mejorar
o paliar los signos clinicos relacionados con los tumores de células apocrinas, incluso
cuando hay metéstasis en los linfondos regionales. Debido a la tolerabilidad y la
viabilidad de la EQT, hacen que este tratamiento sea una opcion valida para perros con
tumores de células apocrinas, siempre que el tutor rechace otras estrategias terapéuticas,
como la cirugia y/o radioterapia (Valenti ef al., 2021).

La experiencia sugiere que la cirugia como modalidad de tratamiento aislada es una de
las mejores opciones en el tratamiento del CCE canino, no relacionado con la exposicion
solar, si es posible conseguir margenes limpios (De Castro Cunha et al., 2023). Sin
embargo, muchos pacientes presentan multiples tumores en el momento del diagndstico,
lo que dificulta el abordaje quirargico.

Por lo tanto, se necesitan nuevas técnicas para mejorar los resultados de los perros con
neoplasias cutaneas (Dos Anjos et al., 2019). En algunas neoplasias, se recomienda
encarecidamente el uso de la EQT como terapia neoadyuvante, como en casos de
neoplasias de cabeza y cuello humano no melanoma en los que el procedimiento
quirargico de primera linea seria demasiado agresivo (Gargiulo ef al., 2012). En los casos
de tumores multiples, las ventajas significativas de la EQT frente a la cirugia en
comparacion con la cirugia convencional es que se pueden tratar numerosos tumores al
mismo tiempo con buenos resultados estéticos, ya que su efecto sobre los tejidos normales
es minimo (Baltas et al., 2017).

2.5.3.- Mastocitomas

Los mastocitomas se encuentran entre las neoplasias méas comunes en medicina
veterinaria, y pueden ser dificiles de controlar debido a su velocidad de crecimiento,
localizacion y alto contenido de histamina y otras sustancias vasoactivas (Sledge et al.,
2016). La EQT puede utilizarse en casos de mastocitomas que no pueden ser extirpados
de forma completa mediante cirugia o como tratamiento adyuvante combinado con ésta.

Uno de los primeros estudios publicados, fue la aplicacion de EQT con bleomicina
intralesional, en un grupo de 28 perros con mastocitomas extirpados de forma incompleta
(Spugnini et al., 2006). En otro ensayo se compararon los resultados aplicando la técnica
de EQT con cirugia, deduciendo que la EQT podria ser una alternativa potencial a la
misma (Kodre et al., 2009). En un estudio prospectivo en el que se tratd a 37 perros con
mastocitomas de grado II y III extirpados de forma incompleta, con EQT combinada con
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cisplatino, mostré una tasa de respuesta del 78% con efectos secundarios minimos
(Spugnini et al., 2011). En otro informe se describe el uso de EQT en perros con
mastocitomas como terapia de primera linea o como adyuvante de la cirugia. En este
estudio retrospectivo, 51 perros con mastocitoma fueron clasificados en los siguientes
grupos de tratamiento (15 casos s6lo con EQT; 11 casos con EQT intraoperatoria; 14
casos con EQT adyuvante a la cirugia y 11 casos quirurgicos seguidos con EQT). En este
estudio, el grupo donde aplico intraoperatorio, fue el que mostr6 el mejor intervalo libre
de enfermedad (Lowe et al., 2017).

En conjunto, estas observaciones demuestran que la EQT es una técnica eficaz y flexible
que puede utilizarse sola o combinada con otras terapias, y que es una opcion segura y
factible para los mastocitomas extirpados de forma incompleta en animales de compafia
(Spugnini et al., 2006).

2.5.4.- Melanoma canino

En el caso de los melanomas, las opciones de tratamiento incluyen cirugia, quimioterapia,
inmunoterapia y radioterapia; sin embargo, aiin son frecuentes las recurrencias locales y
las metéstasis a distancia. El melanoma ha sido uno de los primeros tumores de células
redondas tratados con EQT (Spugnini y Baldi, 2019). En un pequefio estudio con 10
perros se aplicé EQT intralesional con bleomicina, en el que se obtuvo una respuesta del
80%, y de ellos, el 40% tuvo un control a largo plazo (> 1 afio) (Spugnini et al., 2006).
Un factor que favorecié una respuesta mas prolongada, fue la localizacion del tumor en
zonas blandas de la cavidad oral, donde la ausencia de hueso permitia una distribucién
mas homogénea del farmaco. Cabe destacar, que los pacientes con respuesta completa
mostraron decoloraciones persistentes similares al vitiligo en las zonas tumorales,
posiblemente secundarias al desencadenamiento de una respuesta inmunitaria inducida
por la EQT. También se ha descrito un caso clinico de melanoma anal en un perro, con
respuesta paliativa satisfactoria en el que la EQT permiti6 preservar la funcionalidad anal
(Spugnini et al., 2007).

2.5.5.- Plasmocitomas

Los plasmocitomas son generalmente poco comunes en perros, representando alrededor
del 3% de las neoplasias, y en gatos este nimero es ain menor, considerandose raros y
observandose en aproximadamente el 1% de los casos. Aunque el uso de la cirugia de
mandibulectomia o maxilectomia, para tratar plasmocitomas orales en perros esta
ampliamente descrito en la literatura, también es cierto que la electroquimioterapia,
asociada a quimioterapia antineopldsica adyuvante, ha mostrado una supervivencia de
407 dias en el plasmocitoma oral en gatos (De Oliveira, 2021), 515 dias en el
plasmocitoma oral en perros, 695 dias en la localizacion digital y 240 dias en la
localizacion labial, sin comprometer la calidad de vida del paciente, demostrando que
incluso con un tratamiento menos invasivo y conservador (Cunha, 2017; Dos Anjos,
2020; De Oliveira, 2021).

2.5.6.- Linfoma cutaneo canino y felino
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El linfoma cutaneo representa una neoplasia linfoproliferativa poco frecuente en perros y
gatos, caracterizada por la infiltraciéon neoplasica de linfocitos malignos en la piel. Se
clasifica dentro de los linfomas extranodales y puede presentarse como una enfermedad
primaria de la piel o formar parte de una diseminacion sistémica. Histologicamente, se
distinguen dos formas principales: el linfoma cutdneo epitelotropico, predominante en
linfocitos T, y el no epitelotropico, asociado principalmente a linfocitos B (Rook, 2019;
Mazaro et al., 2023). En perros, el linfoma cutdneo epitelotropico, también conocido
como micosis fungoide, es la variante mas comin y suele manifestarse con lesiones
cutaneas cronicas y progresivas, incluyendo placas, noddulos, alopecia, eritema y
ulceraciones. Por su parte, en gatos, el linfoma cutaneo es menos frecuente, pero cuando
ocurre, generalmente esta asociado a presentaciones no epitelotropicas y se observa en
combinacion con signos clinicos sistémicos mas evidentes (Siewert et al., 2022; Mazaro
et al., 2023).

En esta enfermedad, la estrategia central de tratamiento es la quimioterapia, pero existen
casos puntuales en los que otras terapias como la cirugia, la radioterapia o la
electroquimioterapia pueden resultar utiles. Tellado y colaboradores han tratado pacientes
con linfoma cutaneo o linfomas de mucosas con buena respuesta local. La EQT se ha
utilizado como tratamiento paliativo en pacientes donde la localizacion de las lesiones
generaba deterioro de la calidad de vida. Ademas, aunque reciban quimioterapia
sistémica, no fue necesario suspender €sta mientras se realizaba la EQECTT (Tellado et
al., 2022). En gatos con linfoma nasal y ocular, se lograron respuestas prolongadas, con
tiempos de remision promedio de 98 dias. Sin embargo, la recurrencia sistémica en
algunos casos subraya la necesidad de investigar nuevos protocolos y medicamentos para
mejorar su eficacia (Spugnini, 2007).

2.6.- PERSPECTIVAS CLINICAS Y DE FUTURO DE LA
ELECTROQUIMIOTERAPIA.

2.6.1.- Inmunomodulacion inducida por electroquimioterapia.

La EQT esta teniendo un enfoque terapéutico emergente, que suscita un creciente interés
por sus posibles efectos inmunomoduladores en el tratamiento del cancer, ya que puede
ejercer esta respuesta a través de varios mecanismos (Ferioli ef al., 2024). La respuesta
inmunitaria innata se desencadena cuando las células tumorales liberan estructuras
moleculares asociadas al dafio, como adenosin trifosfato (ATP) intracelular y las
proteinas B1 de alta movilidad (HMGBI1). Estas moléculas atraen a las células
inmunitarias, incluidos macréfagos y neutréfilos al lugar de destruccion del tumor,
promoviendo una respuesta inflamatoria (Sersa et al., 2015). La EQT también induce la
activacion de las células dendriticas, células presentadoras de antigenos especificos, que
desempefian un papel crucial como puente entre la inmunidad innata y la adaptativa. Las
células dendriticas activadas, procesan antigenos tumorales y los presentan a las células
T, iniciando una respuesta inmunitaria adaptativa contra el tumor. A medida que se
destruyen las células tumorales, se liberan antigenos que pueden ser captados por las
células presentadoras de antigenos, lo que favorece atin mas el desarrollo de una respuesta
inmunitaria antitumoral especifica (Sersa et al., 2015).

Ademas, la EQT puede provocar la liberacion local de citocinas y quimiocinas, lo que
contribuye al aumento de las células inmunitarias y a la generacién de una respuesta
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inmunitaria mdas amplia. Esta respuesta inmunitaria local puede manifestarse
ocasionalmente en actividad inmunitaria sistémica, lo que se conoce como ‘“efecto
abscopal” (Figura 5), en el que zonas tumorales distantes y no tratadas se ven afectadas
por la activacion inmunitaria (Figura 6).
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Figura$S: Esquema de la respuesta inmunitaria sistémica a partir de una respuesta inmunitaria local
conocido como efecto abscopal (https://blog.radformation.com/the-abscopal-effect).
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Figura 6: Mecanismo hipotético de la respuesta inmunitaria inducida por la EQT: (1) Se aplica un pulso
eléctrico a la masa tumoral y el farmaco quimioterapéutico se administra dentro de la célula tumoral,
amplificando el efecto citotoxico; (2) las células tumorales dafiadas liberan sefiales que alertan al sistema
inmunitario, como la liberacion de patrones moleculares asociados a dafios (DAMPs), al lugar de
destruccion del tumor y promueven una respuesta inflamatoria; (4) Al mismo tiempo, la EQT puede
provocar el reclutamiento y la activacion de células dendriticas; (5) Las células dendriticas activadas
procesan los antigenos tumorales y los presentan a las células T; (6) Se produce una respuesta inmunitaria
frente al tumor y éste se elimina (Tremble ef al., 2019).

Sin embargo, aunque estas hipdtesis proponen un papel para la EQT en la modulacion del

sistema inmunitario, la EQT no se posiciona como sustituto de las inmunoterapias
existentes. En su lugar, se especula que las propiedades inmunomoduladoras potenciales
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de la EQT podrian complementar estos enfoques establecidos, presentando una via para
mejorar potencialmente la eficacia de las estrategias de tratamiento de neoplasias (Feriolo
et al.,2024).

La EQT ha demostrado estos efectos inmunomoduladores en multiples estudios
preclinicos y clinicos, destacando su capacidad para activar respuestas inmunitarias
locales y sistémicas (Calvet et al., 2014; Ursik et al., 2018; Polajzer et al., 2020).

Algunos estudios han explorado la combinacion de EQT con agentes
inmunomoduladores, pero las asociaciones, dosis y combinaciones dptimas aun no se han
dilucidado por completo (Feriolo ef al., 2024). La identificacién de terapias sinérgicas
que potencien los efectos inmunomoduladores de la EQT podria mejorar los resultados
globales del tratamiento. Ademadas, aunque la EQT ha demostrado efectos
inmunomoduladores, es preciso seguir investigando los mecanismos especificos que
subyacen a estas respuestas. Es esencial comprender las interacciones entre la muerte
celular inducida por la EQT, el reclutamiento de células inmunitarias y la activacion
inmunitaria sistémica. Ademas, es necesario estudiar los efectos a largo plazo de la EQT
sobre el sistema inmunitario, incluido el posible desarrollo de una memoria inmunoldgica
contra el tumor tratado (Sersa et al., 2015; Feriolo et al., 2024).

Los prometedores resultados observados en estudios de menor envergadura subrayan la
necesidad de realizar ensayos clinicos bien disefiados y a gran escala para comprender
mejor los mecanismos subyacentes a los efectos de la EQT, optimizar los protocolos de
tratamiento y explorar combinaciones con inmunoterapia y otros tratamientos sistémicos
(Tian et al., 2021).

En sus inicios, la EQT se utilizé para el tratamiento paliativo de tumores cutaneos y
subcutaneos de cualquier histologia. Pero hoy en dia, se puede usar como tratamiento de
primera linea, solo o en combinacién con otras terapias. Se ha utilizado para tratar
tumores en diferentes regiones anatdmicas, con la ayuda de los electrodos especialmente
disefiados para la medicina veterinaria y humana (Marty et al., 2006).

La EQT ha demostrado ser una modalidad terapéutica versatil, con una notable capacidad
de adaptacion segun la especie, el tipo de tumor y su localizacién anatomica (Kodre et
al., 2009; Brunner et al., 2014; Cunha et al., 2017).

El presente estudio se centra en la aplicacion de la EQT como herramienta terapéutica
para el tratamiento del carcinoma de células escamosas (CCE) de origen solar en felinos,
empleando una muestra representativa y amplia en comparacion con estudios previos. Se
han tenido en cuenta variables clinicas relevantes como el grado del tumor, la presencia
de infecciones viricas concomitantes y combinacion de terapias. Asimismo, el trabajo
incluye una serie de casos clinicos en otras especies animales y con diferentes tipos
tumorales, en los que la EQT, ya sea como terapia unica o como tratamiento adyuvante,
podria constituir una alternativa mas eficaz, menos invasiva o mas accesible frente a las
opciones terapéuticas convencionales.

-32-



MATERIAL Y METODOS

3. MATERIAL Y METODOS

3.1.- Diseno del estudio

El presente trabajo se estructurd en tres fases complementarias:

Fase I — Estudio retrospectivo:

Se analizaron de forma retrospectiva casos de gatos diagnosticados con carcinoma de
células escamosas (CCE) en plano nasal y region facial, tratados previamente mediante
técnicas convencionales (crioterapia y/o cirugia), en un periodo en el que la
electroquimioterapia (EQT) alin no estaba disponible en la practica clinica habitual. El
objetivo de esta primera fase fue identificar las limitaciones terapéuticas observadas en
estadios avanzados de la enfermedad, lo que evidenci6 la necesidad de explorar nuevas
modalidades terapéuticas mas eficaces.

Fase Il — Estudio prospectivo:

Posteriormente, se desarrolld un estudio prospectivo orientado a evaluar la eficacia clinica
de la EQT con bleomicina como alternativa de tratamiento local en el CCE felino de
origen solar. En esta fase, ademas de valorar la respuesta clinica al tratamiento, se
incluyeron otras variables de interés como el grado tumoral y la presencia de infecciones
subclinicas (FeLV/FIV), con el fin de identificar posibles factores prondsticos asociados
a la respuesta y supervivencia. Asimismo, en casos seleccionados con enfermedad
avanzada se evalu6 la adicion de toceranib tras la terapia de EQT/bleomicina con el
proposito de determinar si esta estrategia ofrecia un mayor control en la evolucién tumoral
o mejoras en las tasas de supervivencias.

Fase Il — Casos clinicos complementarios:

Finalmente, se documentaron casos clinicos en diferentes especies y con distintos tipos
tumorales tratados con EQT/bleomicina. Aunque en estas neoplasias la baja incidencia
dificulta reunir una muestra amplia y homogénea, la experiencia acumulada en gatos con
CCE de origen solar (modelo experimental idoneo por su alta prevalencia) permitio
extrapolar la técnica a otras situaciones clinicas en las que las opciones terapéuticas
disponibles resultaban limitadas.

3.2.- Procedimiento de estadificacion en pacientes felinos

Todos los gatos incluidos en los estudios fueron sometidos a un protocolo de estadiaje
clinico con el objetivo de establecer la extension local y sistémica de la enfermedad, asi
como descartar la presencia de metastasis antes de definir el tratamiento.

El procedimiento de estadificacion se realizo siguiendo una secuencia sistematica:

1. Historia clinica y examen fisico general:

Se recopild informacion detallada sobre la evolucion de la lesion, tiempo de aparicion,
tratamientos previos y posibles comorbilidades. El examen fisico incluy6 una exploracion

completa con especial atencion a la region nasal, ocular, cavidad oral y auricular, asi como
a la palpacion de linfonodos regionales.
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2.- Examen clinico de la lesion primaria:

Evaluacion macroscopica del tumor: tamafio, localizacién anatoémica,
presencia de ulceracion y bordes de la lesion.

Clasificacion clinica segtn el sistema TNM adaptado a medicina veterinaria
(T: tamafio/ extension local del tumor, N: afectacion linfonodos, M: presencia
de metastasis).

Asignacion de grado tumoral (Tis, T1-T4) en funcion del didmetro de la lesion
y la invasion en profundidad.

3.- Pruebas de laboratorio:

Hemograma completo y bioquimica sérica con el fin de evaluar el estado de
salud del paciente y su idoneidad para iniciar el tratamiento.

Test seroldgico para identificar infecciones concomitantes por retrovirus
felinos, virus de la leucemia felina (FeLV) y virus de la inmunodeficiencia
felina (FIV) mediante test de inmunocromatografia (tests rapidos SNAP).

4.- Diagnostico por imagen:

Todos los gatos fueron sometidos a radiografias tordcicas en tres vistas
estandar (dorsoventral y laterolaterales derecha e izquierda) para identificar
posibles focos de metastasis en el parénquima pulmonar. En funcion de la
ubicacion anatomica de la lesion, se realizaron radiografias craneales cuando
fue necesario.

Ecografia abdominal para descartar la diseminacion a otros 6rganos.
Pacientes que presentaban lesiones de gran tamaio o sospecha de compromiso
6seo, se recurrid a técnicas de imagen avanzada, como la tomografia
computarizada (TC) o resonancia magnética (RM) para delimitar la extension
local de la lesion y su relacion con estructuras Oseas y blandas.

5.- Citologias y biopsias:

e Citologia por aspiracion con aguja fina de los linfonodos regionales
sospechosos.

e Laceleccion de la técnica citologica se baso en el tipo de lesion cutanea
observada: citologia por aposicion en lesiones ulceradas o erosivas. Se
aplicéd un portaobjetos directamente sobre la superficie de la lesion,
previamente limpiada con papel absorbente para eliminar detritos que
pudieran interferir con la evaluacion citoldgica. Puncion con aguja fina
sin aspiracion (PAF): empleada en lesiones nodulares o proliferativas.
Se utiliz6 una aguja de calibre 21, que se introdujo en el centro de la
lesion. Mediante movimientos suaves y cambios de direccion dentro
del tejido, se obtuvieron células por aspiracion capilar. Posteriormente,
se retird la aguja, se conectd a una jeringa con aire, y se deposito el
material sobre un portaobjetos. Las muestras se extendieron mediante
la técnica de aplastamiento ("squash") y se dejaron secar al aire.
Finalmente, se tifieron con Diff-Quick® para su evaluacion
microscopica.
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e Para el andlisis histopatologico, se seleccionaron zonas representativas
de las lesiones, evitando areas con necrosis o inflamacion intensa, a fin
de preservar la integridad morfologica del tejido y asegurar la calidad
diagnostica. El procedimiento se realizd bajo sedacion utilizando
hidrocloruro de medetomidina (Medeson® 1 mg/mL, solucion
inyectable) a una dosis de 50 pg/kg por via intramuscular. La sedacion
fue complementada con anestesia local en el sitio de la biopsia, con el
objetivo de minimizar el dolor y las molestias asociadas al
procedimiento. La extraccion de las muestras se llevo a cabo utilizando
una hoja de bisturi o un punch dermatolégico de 2 0 4 mm de didmetro,
aplicando presidbn y un movimiento rotatorio sobre la zona
seleccionada (Figura 1). Las muestras obtenidas fueron fijadas
inmediatamente en solucion de formol al 10% tamponado,
correctamente etiquetadas y enviadas al laboratorio de anatomia
patologica para su analisis histologico.

Figura 1. Toma biopsia con punch

Los laboratorios de referencia fueron Letipharma, Histolab, Uranolab, Vetlab.

6.- Clasificacion definitiva del estadio clinico:

Con los datos obtenidos, cada paciente fue clasificado dentro del sistema TNM
modificado para tumores epiteliales felinos, de acuerdo con el sistema de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Tabla 1), lo que permiti6 categorizar los
casos en estadios clinicos (I-IV) y orientar la eleccion del protocolo terapéutico.
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‘ Tabla 1 Clasificacion de los tumores de origen epidérmico felinos (Owen, 1980)
Estadio T
TO Ausencia de tumor
T is Tumor in situ
T1 Tumor menor de 2 cm de didmetro
T2 Tumor 2-5 cm de didmetro o invasion minima
T3 Tumor mayor de 5 cm de diametro o con invasion en subcutdneo
T4 Tumor invadiendo otras estructuras como fascias, musculo o hueso.
Estadio NO Ausencia de metastasis en linfonodos
N) N1 Presencia de metastasis en linfonodos
Estadio MO Ausencia de metastasis a distancia
(M) M1 Presencia de metastasis a distancia

3.3.- FASE I: Crioterapia

Grupo 1 (n= 17): Estudio de gatos tratados con crioterapia (como terapia Unica o
adyuvante de cirugia). Los pacientes de este grupo fueron seleccionados del servicio de
Dermatologia y Oncologia del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria (n = 13), y de la Clinica Veterinaria Gran Tarajal, en
Fuerteventura (n = 4). Periodo 2015-2020.

Los criterios de inclusion de esta fase fueron:

e Gatos con diagndstico de CCE de origen solar en el plano nasal y areas faciales
(barbilla, labios, mejillas y parpados).

e Pacientes tratados con criocirugia como terapia unica o combinada con excision
quirurgica en casos de mayor tamaiio o infiltrativos.

e Animales que se les pudo realizar un seguimiento clinico durante un periodo de
un afo posterior al diagnoéstico inicial y tratamiento.

Los criterios de exclusion fueron:

e Animales con anomalias en analisis sanguineos y/o comorbilidades (diabéticos,
insuficiencia renal).

e Presencia de metastasis.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los tutores responsables de los
pacientes, autorizando la realizacion de los procedimientos de sedacion, anestesia y la
aplicacion de crioterapia.

3.3.1.-Preparacion y anestesia

El procedimiento se realizO de manera ambulatoria, bajo sedacidon y/o anestesia,
complementada en algunos casos con butorfanol (0,2 mg/kg) para un mayor control del
dolor y la ansiedad. Se monitorizé al paciente durante toda la intervencion. La region
circundante de la piel de las lesiones se rasuraba cuando era necesario y se desinfectaba
con alcohol/clorhexidina. Durante el procedimiento se cubrieron las estructuras
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adyacentes sensibles (ojos, comisuras labiales, etc.) con gasas humedas estériles para
evitar el contacto accidental con el nitrogeno liquido o el 6xido nitroso.

3.3.2.- Aplicacion tecnica de crioterapia

El tratamiento consistio en la aplicacion de nitrogeno liquido u 6xido nitroso mediante un
criospray o una sonda metalica previamente enfriada, dependiendo del tamafio y la
localizacion de la lesion. Las lesiones fueron tratadas mediante crioterapia utilizando dos
tipos de dispositivos: un criocirculador CRY-AC® (Brymill Cryogenic Systems,
Ellington, CT, EE. UU.) con boquillas intercambiables de distintos diametros (Figura 2),
y un dispositivo CryolQ® (Figura 3), empleados para la pulverizacion. El didmetro de la
boquilla fue seleccionado en funcion del tamaio de la lesion. El liquido o gas licuado se
aplico a una distancia aproximada de 1 cm de la superficie tumoral, con un angulo
perpendicular (90°) y un margen de seguridad de tejido sano de aproximadamente 20 mm.

Figuras 2 y 3: Modelos envase y boquillas de crioterapia

¢ i @
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La técnica empleada fue de congelacion y descongelacion rapida en uno o varios ciclos,
con el objetivo de inducir necrosis tisular por cristalizacion intracelular segin la
metodologia descrita por Graham (1993). Para lesiones superficiales o de menor tamafio,
se aplicaron dos ciclos de congelacion de 30 a 60 segundos cada uno, separados por un
periodo de descongelacion espontdnea de 2 a 3 minutos. En casos de lesiones mayores o
infiltrativas, se realizaron tres ciclos de congelacion para asegurar una mayor profundidad
terapéutica. En casos con multiples lesiones, estas se trataron individualmente durante
una misma sesion. La fase de descongelacion se considerd completa una vez desaparecido
el halo de hielo perilesional. En un total de 7 casos, con tumores de mayor grado o
invasivos, esta técnica se aplic6 como adyuvante de procesos quirurgicos.

3.3.3.- Cuidados post-crioterapia

En el periodo postoperatorio, los pacientes recibieron meloxicam (Metacam®) a una
dosis de 0,05 mg/kg por via oral cada 24 horas durante tres dias como antiinflamatorio
no esteroideo. Para la profilaxis antibidtica se administré cefalexina (Rilexine®) a una
dosis de 30 mg/kg por via oral cada 12 horas o Amoxicilina/clavuldmico (Eupenclav®) a
una dosis de 12,5 mg/kg por via oral cada 12h durante siete dias. Como analgésico
complementario, se indicé tramadol (Tramadol Genfar®) a una dosis de 2 mg/kg por via
oral cada ocho horas durante dos dias.

Se instruy? a los tutores sobre los cuidados domiciliarios, que incluyeron la limpieza de
las heridas con solucion salina estéril al 0,9 % y clorhexidina a una concentracioén de 10
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mg/mL, dos veces al dia. Ademas, se recomend6 la aplicacion topica de una pomada
combinada de neomicina y beclometasona (Menaderm Pomada®) sobre las zonas
tratadas. Todos los animales fueron mantenidos con collar isabelino hasta la cicatrizacion
completa de las heridas, con el fin de evitar el autotraumatismo.

3.3.4.- Evaluacion de la respuesta clinica y seguimiento

La respuesta al tratamiento fue evaluada mediante exploraciones clinicas seriadas en los
dias 7, 14 y 30 tras la intervencion, y posteriormente a los 2, 3, 6 y 12 meses, siempre que
fuera posible. En cada revision se valoraron los siguientes parametros:

e Reduccioén del tamafio tumoral
e Presencia de necrosis y/o costra
e Signos de recidiva local

e Curacion completa de la lesion
e Aparicion de efectos

Las lesiones se evaluaron en el momento de la congelacion, hasta la cicatrizacion
completa de la herida. Se decidia otro procedimiento de congelacidon cuando se verificaba
recidiva tumoral o lesion residual. La confirmacién de la recidiva tumoral o lesion
residual se realizaba en base al aspecto clinico de las lesiones, y la confirmacion mediante
examenes citopatologicos y/o histopatologicos.

En cada procedimiento, la respuesta clinica para la criocirugia sola o combinada, se
consider6 como:

e Respuesta completa (RC): desaparicion completa del tumor con epitelizacion
total de la herida.

e Respuesta parcial (RP): reduccion del area tumoral superior o igual al 50%.
e Ausencia de respuesta (AR): reduccion del area tumoral inferior al 50%.

¢ En los controles de los pacientes se valoraba si habia recidivas, si la enfermedad
se mantenia estable (EE), o habia una progresion tumoral (EP).

Ademas de la evolucion clinica tras la aplicacion de crioterapia, se analizaron otras
variables relevantes: edad y sexo de los pacientes, tamafo y localizacidon anatémica de
las lesiones, presencia o ausencia de ulceracidon, nimero de procedimientos necesarios,
intervalo entre procedimientos, aparicion de metastasis durante el seguimiento, tiempo de
cicatrizacion de las heridas y la presencia de posibles complicaciones asociadas al
procedimiento, tales como formacion de costras, estenosis nasal, anosmia o pérdida de
apetito.

3.4.- FASE II: Electroquimioterapia (EQT) con bleomicina

Este estudio prospectivo se desarrollo entre febrero de 2021 y abril de 2025, incluyendo
un total de 93 gatos tratados con protocolo de EQT combinada con bleomicina. Los gatos
fueron referidos por clinicas veterinarias privadas y asociaciones protectoras de animales
ubicadas en las islas de Gran Canaria, Fuerteventura y Tenerife.

Para cada paciente se recopilaron datos clinicos relevantes, incluyendo raza, edad, sexo,
localizacion anatomica de las lesiones, grado histopatologico del tumor y estadiaje clinico
completo, con el fin de caracterizar adecuadamente cada caso y correlacionar estos
factores con la respuesta al tratamiento recibido.
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3.4.1. Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion en esta fase fueron:

e Gatos con CCE de origen solar que no eran candidatos a cirugia o radioterapia, ya
sea por limitaciones clinicas o porque sus tutores rechazaron dichas opciones
terapéuticas.

e También se consideraron elegibles aquellos casos con recidiva tumoral tras
tratamientos previos, como cirugia, crioterapia o terapia topica con imiquimod.

e Gatos positivos FeLV/FIV, asintomaticos, clinicamente estables, y
mayoritariamente si los tumores eran de bajo grado (susceptibles de tolerar este
tratamiento local en estudios preliminares).

Los criterios de exclusion fueron:

e Pacientes que, tras la realizacion de pruebas de diagnostico por imagen
(radiografias toracicas, ecografia abdominal, resonancia magnética y/o
tomografia computarizada), presentaban sospechas fundadas o evidencia clara de
metastasis.

e Gatos con alteraciones en los analisis sanguineos y/o comorbilidades (anemia,
cardiopatias, insuficiencia renal, diabéticos).

e Gatos positivos FeLV/FIV con neoplasias de alto grado o infiltrativos.

Todos los tutores fueron informados de los objetivos y caracteristicas del estudio, y se
obtuvo el consentimiento informado por escrito en cumplimiento con la Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos
digitales.

3.4.2. Elaboracion del grupo y subgrupos en el estudio de EQT/bleomicina

El Grupo 2 estuvo conformado por un total de 93 gatos diagnosticados con carcinoma de
células escamosas (CCE) de origen solar, tratados mediante electroquimioterapia (EQT)
utilizando bleomicina como agente citotoxico.

Se decidid incluir en este grupo todos los pacientes diagnosticados con CCE,
independientemente de su grado tumoral o de la presencia de infecciones subclinicas por
FeLV y FIV. Esta eleccion se fundamenta en dos aspectos principales:

1. La necesidad de evaluar la eficacia de la EQT como modalidad terapéutica local
de manera global en una cohorte amplia y representativa de pacientes, evitando
sesgos de seleccion.

2. Elinterés clinico en determinar si factores como el grado tumoral o la presencia
de retrovirus felinos ejercen un impacto prondstico diferencial, lo que requiere
disponer de todos los casos posibles para posteriores comparaciones.

Dentro de este grupo se establecieron subgrupos de andlisis, con el fin de estudiar la

influencia de variables clinicas y bioldgicas en la evolucion de la enfermedad, la respuesta
al tratamiento y la supervivencia:

-39-



MATERIAL Y METODOS

e Subgrupo 1 (n =54): gatos con CCE de bajo grado tumoral (T1-T2). Estos casos
se incluyeron para valorar la eficacia de la EQT en lesiones iniciales o mas
superficiales, donde el control local es potencialmente mas favorable.

e Subgrupo 2 (n = 39): gatos con CCE de alto grado tumoral (T3-T4). Estos
pacientes representan un desafio clinico por su mayor potencial invasivo y
recurrencia, lo que permite contrastar los resultados con los obtenidos en estadios
mas tempranos.

e Subgrupo 3 (n = 11): gatos FeLLV y/o FIV positivos, seleccionados dado el papel
inmunomodulador de estos retrovirus y su potencial repercusion en la progresion
tumoral y en la respuesta terapéutica. Este subgrupo resulta de especial interés
para comparar la evolucion frente a gatos con CCE negativos a FeLV/FIV.

e Subgrupo 4 (n = 17): gatos con CCE de alto grado que, tras el tratamiento inicial
con EQT/bleomicina, recibieron ademas foceranib como terapia adyuvante. La
inclusion de este subgrupo responde a la hipotesis de que la adicion de un
inhibidor de tirosina cinasa podria mejorar el control tumoral y la supervivencia
en pacientes con enfermedad avanzada, por lo que se contrastaron sus resultados
con los obtenidos sin terapia adicional.

En esta fase, se evalud las respuestas al tratamiento a los 30, 90 y 180 dias.

Este disefio nos puede permitir, por un lado, evaluar la eficacia general de la EQT en una
cohorte amplia de gatos con CCE solar, y por otro, identificar posibles factores
pronosticos (grado tumoral, estatus retroviral, uso de toceranib) que pueden orientar hacia
estrategias terapéuticas mas personalizadas y efectivas.

3.4.3.- Electroporador y parametros eléctricos

Para la aplicacion de pulsos eléctricos se utilizo un electroporador automatico de corriente
alterna, modelo Electrovet EZ V3.0 (Leroy Biotech®, 35 Boulevard du Libre Echange,
31650, Francia). El dispositivo genera pulsos unipolares de onda cuadrada en trenes de 8
pulsos, con una intensidad de campo de 1000 V/cm, duracion de 100 ps, corriente de 20
Ay frecuencia de 10 kHz (Figura 4). El equipo cuenta con software integrado, interfaz
de pantalla tactil para la seleccion de protocolos preconfigurados, y un sistema de
activacion manual mediante pulsador conectado al generador. La emision de los impulsos
eléctricos fue controlada a través de un pedal de activacion (Figura 5) que consta de dos
interruptores: uno para cargar los pulsos (amarillo) y otro para dispararlos (verde).

Figuras 4 y 5: Iméagenes del generador (izquierda) y el interruptor (derecha) con los dos pedales.
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El equipo cumple con las normativas de la Union Europea: Directiva 2006/95/CE sobre
seguridad de material eléctrico dentro de limites de tension definidos, y Directiva
2004/108/CE sobre compatibilidad electromagnética.

3.4.4.- Seleccion de electrodos

Para la aplicacion de la electroporacion se emplearon exclusivamente electrodos de tipo
aguja. La eleccion del tipo de electrodo se realizd en funcion del tamafio, profundidad y
localizacion anatomica de la lesion. En tumores con un espesor superior a 1 cm se
utilizaron electrodos de 8 agujas paralelas, con una longitud de 15 mm y una separacién
entre las agujas de 8 mm (Figura 6). Para lesiones de menor tamafio o localizadas en
regiones anatdmicas mas restringidas, se emplearon electrodos de 4 agujas paralelas, de
10 mm de longitud y separacion de 4 mm entre agujas (Figura 7). En ambos casos, el
diametro de las agujas fue de 0,68 mm.

Figuras 6 y 7: Electrodo de agujas largas (izquierda) y de agujas cortas o para cavidad oral
(derecha).

Los impulsos eléctricos fueron aplicados en ambas direcciones entre cada par de agujas,
lo que garantiz6 una cobertura uniforme del campo eléctrico y una electroporacion en
toda el area tratada, de acuerdo con lo descrito por Spugnini et al. (2005) y Tozon et al.
(2016).

3.4.5.- Seleccion y preparacion del citostatico

En todos los casos se utilizd bleomicina como agente citotoxico, a una concentracion de
15.000 UI/mL. La dosis fue calculada individualmente segun la superficie corporal del
paciente, estimada mediante la formula: peso?3x 10/100. Una vez obtenida dicha
superficie (en m?), se determin6 la dosis correspondiente (15.000 Ul/m?) utilizando la
calculadora de dosis disponible en el sitio web de Leroy Biotech®
(https://www.leroybiotech.com/indications/bleomycin-iv-calculator/).

La bleomicina fue posteriormente diluida en suero fisioldgico estéril en una proporcién
1:3 o 1:2,5, dependiendo del volumen total requerido para asegurar una adecuada
infiltracion de la lesion.

3.4.6.- Protocolo anestésico

Previamente al procedimiento, todos los animales recibieron dexametasona por via
intramuscular a una dosis unica de 0,15 mg/kg, con el objetivo de reducir la respuesta
inflamatoria perioperatoria.

Los protocolos de sedacion variaron ligeramente segin el centro donde se realizé la
intervencion. Se utilizé dexmedetomidina (Sedadex®, 0,5 mg/mL; Dechra, Barcelona) a
una dosis de 3 pg/kg combinada con metadona (Metasedin®, 10 mg/mL) a 0,3 mg/kg,
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ambas por via intramuscular; o bien combinada con midazolam (Midazolam®, 15 mg/
mL) a 0,2 mg/kg y alfaxalona (Alfaxan® Multidosis, 10 mg/mL) a 0,5 mg/kg,
administradas simultdneamente por via intramuscular en la misma jeringa.

Posterior a la sedacion, se canalizd un acceso venoso periférico en una de las
extremidades para la administracion de los farmacos intravenosos, incluyendo
bleomicina, la induccion anestésica y la fluidoterapia. La induccién se realizé con
propofol (Propofol Lipuro®, 10 mg/mL; B. Braun) a dosis de 0,25-2 mg/kg o con
alfaxalona a 0,5-2 mg/kg, segun el estado clinico del paciente. Todos los animales fueron
intubados y mantenidos bajo anestesia general con isoflurano (Isoflo®, 1.000 mg/g, vapor
para inhalacion) en mezcla con oxigeno administrado mediante un concentrador.

Dos minutos antes de la aplicacion del primer tren de pulsos eléctricos, se administrd
fentanilo (0,002 mg/kg) por via intravenosa lenta, con el objetivo de prevenir el dolor
agudo asociado al procedimiento y estabilizar los pardmetros anestésicos, los cuales
fueron monitorizados de forma continua mediante electrocardiografia, capnografia y
pulsioximetria.

3.4.7.- Procedimiento de electroquimioterapia

Una vez alcanzado un plano anestésico adecuado y aplicadas las medidas de bioseguridad,
se les administraba la bleomicina diluida en suero fisiolégico en el transcurso
aproximadamente de 2 minutos. Cuando se administra por via intratumoral, el citostatico
se aplicaba lentamente para evitar fugas y secando con una gasa empapada en alcohol
para limitar la liberacién de vapores.

Tras completar la infiltracion, se respetd un intervalo de espera de 8 minutos antes de
iniciar la aplicacion de pulsos eléctricos, lo que permitié una adecuada difusion del
farmaco en el tejido tumoral (Mir et al., 2006; Tozon et al., 2014). Los electrodos de aguja
se introdujeron en el espesor de la lesion, adaptando la profundidad seglin la consistencia
tumoral; en algunos casos se aplico gel ecografico para mejorar la permeabilidad
eléctrica. Se aplicaron trenes de pulsos con un margen lesional de 2-3 cm de tejido sano,
evitando la reintroducciéon de las agujas en los mismos puntos para prevenir
electroporacion irreversible (IRE).

En lesiones que involucraban estructuras dentales, se realizd extraccion dental para
asegurar cobertura amplia de margenes y permitir la electroporacion de los alveolos. En
lesiones palpebrales, se empleo6 gel lubricante ocular (Lubrithal®, Dechra) y se colocaron
depresores linguales de madera recubiertos de latex con ayuda de un asistente; en estos
casos se utilizaron electrodos de 4 agujas.

El tiempo total del procedimiento vari6 entre 10 y 15 minutos, dependiendo del niimero,
localizacion y tamafio de las lesiones. Tras la aplicacion de los pulsos, se suspendid el
anestésico inhalatorio, manteniendo inicamente la suplementacién con oxigeno via tubo
endotraqueal. Una vez finalizado el procedimiento, se administr6 atipamezol intravenoso
(0,5 mL/kg) para revertir la sedacion o se permiti6 el despertar espontaneo, y los animales
fueron trasladados a jaulas de recuperacion.

Durante el intraoperatorio se administrd una unica dosis de dexametasona (0,2 mg/kg IM
o IV) para prevenir inflamacién durante las primeras 48 horas. En pacientes positivos
para FeLV o FIV, se emple6 meloxicam (0,2 mg/kg SC) como antiinflamatorio.

3.4.8.- Cuidados post-EQT
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Todos los pacientes iniciaron tratamiento antiinflamatorio con meloxicam (Meloxydil®
0,5 mg/ml, solucién oral; Ceva, Barcelona, Espafia), administrado por via oral a una dosis
de 0,1 ml/kg cada 24 horas. La duracion del tratamiento fue de 2 semanas para tumores
clasificados como T1-T2, entre 4 y 6 semanas en T3, y de forma indefinida en casos T4,
siempre que no existiera alguna contraindicacién evidente. Como analgesia, se utilizo
buprenorfina (Bupredine® 0,3 mg/ml, solucion inyectable; Dechra, Barcelona, Espana),
administrada por via oral o sublingual a una dosis de 0,015 mg/kg. El tiempo de
administracion se ajustd segun el estadio tumoral.

Se recomend6 a los tutores la limpieza de las heridas con solucién salina al 0,9 % y
clorhexidina diluida (10 mg/ml) dos veces al dia. En casos de autotraumatismo o lesiones
perioculares, se indico el uso de collar isabelino. Se enfatizo la vigilancia de signos
clinicos como anorexia o pérdida de apetito, especialmente en lesiones del plano nasal,
debido a la posible anosmia secundaria a la formacion de costras.

3.4.9.- Tratamiento con toceranib

En un subgrupo casos avanzados, correspondientes a tumores clasificados como T3 y T4
segun el sistema de clasificacion de la OMS, se incluy6 el tratamiento con toceranib
(Palladia®, Pfizer), ademads de la EQT. El farmaco se administr6 por via oral a una dosis
de 2,2 mg/kg, tres veces por semana (lunes, miércoles y viernes). En animales con un
peso inferior al requerido para los comprimidos de 10 mg, se reformuldé magistralmente
en farmacia para permitir un ajuste preciso de la dosis segin el peso corporal. El
tratamiento se mantuvo durante un minimo de tres meses en los pacientes que lo toleraron
adecuadamente.

Durante el tratamiento, se monitorizé regularmente el estado general de los animales
mediante andlisis sanguineos (perfil renal, hepatico y hemograma), con el fin de detectar
posibles efectos adversos. Los criterios de exclusion para la administracion de toceranib
incluyeron: (1) presencia de enfermedad renal, (2) anemia moderada o severa, y (3)
intolerancia gastrointestinal manifestada por vomitos o diarrea tras la administracion del
farmaco.

La toxicidad se clasificd de acuerdo con los Common Terminology Criteria for Adverse
Events del Comparative Oncology Group. La respuesta clinica fue evaluada en conjunto
con los efectos de la EQT.

3.4.10.- Seguimiento y evaluacion de la respuesta

Todos los pacientes fueron revisados a las 2448 horas posteriores al tratamiento.
Aquellos de mayor edad, con signos clinicos como hiporexia, fueron monitorizados mas
estrechamente durante los primeros dias. Se realiz6 una revision presencial en la primera
semana posterior a la aplicacion del tratamiento, y posteriormente se llevaron a cabo
controles clinicos a los 30, 90 y 180 dias. En los casos que sobrevivieron o no se perdieron
al seguimiento, se continuaron controles a largo plazo entre 1 y 3 afios. Se facilit6 la
comunicacion con los tutores mediante teléfono y correo electronico, quienes aportaron
fotografias y actualizaciones del estado general del paciente.

Durante el seguimiento se document6 la duracion del tratamiento con toceranib, aparicion
de toxicidades, causas de su interrupcion, presencia de comorbilidades, medicacion
concomitante y, en su caso, fecha y causa de la eutanasia, independientemente de su
relacion directa con el tumor.
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3.4.10.1.- Evaluacion de la respuesta clinica

La evaluacion de la respuesta se realizd siguiendo los criterios RECIST (Response
Evaluation Criteria In Solid Tumors), adaptados a veterinaria (Nguyen et al., 2015).
Todas las mediciones tumorales iniciales se efectuaron dentro de las dos semanas previas
al inicio del tratamiento. El tamafio tumoral se midié con un calibrador Vernier en al
menos una dimension, registrandose los valores en unidades métricas.

3.4.10.2.- Definiciones de respuesta al tratamiento

e Remision completa (RC): desaparicion total de la lesion sin evidencia clinica del
tumor primario.

e Remision parcial (RP): reduccion del tamafio tumoral en al menos un 30 %.

o Enfermedad estable (EE): sin incremento ni reduccion significativa del tumor
(reduccion menor del 30 % o aumento menor del 20 %).

o Enfermedad progresiva (EP): crecimiento del tumor mayor al 20 % o aparicion de
nuevas lesiones.

3.4.11.- Toxicidad local y efectos adversos
3.4.11.1.- Evaluacion de la toxicidad local

La toxicidad local se evalu6 tras la primera sesion de EQT mediante una escala de
puntuaciéon de 6 puntos descrita previamente por Lowe et al. (2017). Se defini6 como
cualquier alteracion patoldgica (eritema, inflamacion de tejidos blandos, necrosis, entre
otros) ocurrida como resultado de los efectos locales del tratamiento dentro del campo de
aplicacion de los pulsos eléctricos. La valoracion se realizé mediante observacion clinica
directa en los dias posteriores a la sesion terapéutica. Los criterios utilizados se detallan
en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios toxicidad local

Signos clinicos

Sin toxicidad
Inflamacién leve
Hinchazoén/necrosis
Hinchazon grave
Necrosis profunda
Hinchazon grave y pérdida de tejido

N kW N ~=O

3.4.11.2.- Evaluacion de efectos adversos

Los efectos adversos se clasificaron de acuerdo con los criterios del Grupo de Oncologia
Comparada Veterinaria - Criterios Terminolégicos Comunes para Efectos Adversos
(VCOG-CTCAE) (LeBlanc et al, 2021). La evaluacion se realizd tras cada ciclo de
tratamiento, siguiendo una escala de gravedad del grado 1 al 5, basada en la
sintomatologia clinica observada y el impacto funcional en el paciente (Tabla 3). La
descripcion de cada grado es la siguiente:
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e Grado 1: Leve; sintomas minimos o asintomaticos; seguimiento clinico sin
necesidad de tratamiento especifico.

e Grado 2: Moderado; requiere tratamiento ambulatorio o no invasivo; hay una
limitacion moderada de las actividades de la vida diaria.

e Grado 3: Grave o clinicamente significativo; sin amenaza vital inmediata, pero
con indicacién de hospitalizacion o prolongacién de la misma; incapacitacion
funcional.

e Grado 4: Potencialmente mortal; requiere intervencion médica urgente.

e Grado 5: Muerte relacionada con el efecto adverso.

Previamente al inicio del tratamiento, todos los pacientes fueron sometidos a evaluacion
hematologica y bioquimica. Aquellos que presentaban alteraciones significativas en estos

pardmetros o signos clinicos de relevancia fueron excluidos del estudio.

Tabla 3. Efectos adversos del GOCV-CTCAE

Efecto Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5

Adverso

Hematocito 25%-<LIN 20-<25% 15-<20%; <15%, Muerte

indicar intervencion
transfusion médica urgente

Neutropenia 1500ul-LIN 1000u1-1499ul  50011-999ul 1500ul-LIN Muerte

ALP LSN-1.25 x 1.25-1.5xLSN 1.5-2 xLSN >2 x LSN
LSN

ALT LSN-1.25 x 1.25-1.5xLSN 1.5-2 xLSN >2 x LSN —
LSN

Urea LSN-1.5xLSN 1.5-2 x LSN 2-3 x LSN >3 x LSN —

Creatinina LSN-1.5xLSN 1.5-2 x LSN 2-3 x LSN >3 x LSN —

Vomito < 3 3-10 Multiples Riesgo de
episodios/24h episodios/dia episodios >48h  muerte (p. ¢j, Muerte
Sin tratamiento ~ Fluidoterapia Fluidoterapiay/o  Colapso

y/o tratamiento ~ NPP/NPT hemodindmico)

Diarrea > dos > 3-6 >6 heces/dia; Riesgo de
deposiciones deposiciones Incontinencia; muerte (p. ej, Muerte
por dia; por dia; tratam. fluidoterapia; Colapso
< consistencia sintomatico, hospitalizacion;  hemodinamico)

no interfiere con  interferencia
la AVD con la AVD

Alopecia Hipotricosis; Hipotricosis
parches, difusa, Permanente o — —
transitoria transitoria generalzada

Anorexia <48h 2-3 dias 3-5 dias, pérdida  >5 dias, peligro Muerte

peso >10%; de muerte
fluidoterapia,

alimentacion

forzada

ALT= alanino aminotransferasa; LIN= limite inferior normal; LSN= limite superior normal, NPP=

nutricion parenteral parcial; NPT= nutricion parenteral total; AVD=actividades de vida diaria

3.5.- Estudio estadistico

Los datos fueron recopilados y analizados utilizando el programa IBM SPSS Statistics,

version 26.0. Se consider6 un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.
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3.5.1.- Andlisis Fase I: Crioterapia (grupo 1).

Las variables cuantitativas, como la edad de los pacientes, el tamafio tumoral y el tiempo
de cicatrizacion, se expresaron como media + desviacion estindar (DE) o mediana e
intervalo intercuartilico (IQR), segin la distribucién de los datos. Para evaluar la
normalidad se empled la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables cualitativas, como el sexo, localizacion anatomica, grado tumoral y
respuesta clinica (remision completa, enfermedad estable o progresion), se describieron
mediante frecuencias absolutas y porcentajes.

Para comparar diferencias en el tiempo de cicatrizaciéon entre pacientes con y sin
ulceracion, se utilizé la prueba no paramétrica de Mann—Whitney U, debido al tamafio
muestral reducido. Las asociaciones entre variables categoricas (grado tumoral/tipo de
respuesta, o técnica empleada/presencia de recidiva) se evaluaron mediante la prueba de
Chi-cuadrado (x?) de Pearson o el test exacto de Fisher.

3.5.2.- Andlisis Fase II: Electroquimioterapia/bleomicina (Grupo 2 y
subgrupos 1, 2, 3y 4).

Se realizé un andlisis estadistico descriptivo e inferencial. Las variables continuas no
paramétricas, como la edad, el intervalo libre de enfermedad (ILE) y la supervivencia
libre de progresion (SLP), se analizaron mediante medidas de tendencia central y
dispersion, presentdndose como medianas junto con sus rangos.

Las variables categoricas, como el sexo, la raza, el nimero de tratamientos, el grado
tumoral y la presencia de metastasis, asi como variables ordinales como la respuesta al
tratamiento y la puntuacion de toxicidad, se expresaron mediante frecuencias absolutas y
relativas (%).

La respuesta local al tratamiento se categorizé segun los criterios RECIST modificados,
en cuatro grupos: remision completa (RC), remision parcial (RP), enfermedad estable
(EE) y enfermedad progresiva (EP).

La puntuacion de toxicidad se clasifico en dos grupos: toxicidad leve (puntuacion <2) y
toxicidad moderada a grave (puntuacion >2), segun la escala propuesta por Lowe et al.
(2017).

Tablas de contingencia

Para el estudio de la asociacion entre variables cualitativas, como la respuesta al
tratamiento (respuesta completa, parcial, estable o progresion); la presencia o ausencia de
infeccion por FeLV/FIV, o el grado tumoral (T1-T4); el tipo de protocolo terapéutico
empleado (EQT, EQT + toceranib), relacion entre variables categoricas (metéstasis/grado
del tumor; grado del tumor/respuestas al tratamiento) se utilizaron tablas de contingencia.

Para analizar las diferencias entre los grupos, se aplico la prueba de Chi-cuadrado ().
En aquellas situaciones donde alguna de las celdas de la tabla de contingencia presentaba
frecuencias esperadas menores a 5, se optd por la prueba exacta de Fisher, a fin de
mantener la validez del analisis estadistico.

Andlisis de supervivencia: método Kaplan-Meier

Con el proposito de estimar la probabilidad de supervivencia a lo largo del tiempo, se
empled el método no paramétrico de Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958), adecuado
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para evaluar la duracion hasta que ocurre un evento de interés, como la recidiva o el
fallecimiento. Este enfoque permite incluir datos censurados, es decir, aquellos casos en
los que el evento no se presenta durante el periodo de seguimiento.

Se consideré como evento final la reaparicion del tumor, definiéndose el tiempo hasta la
recidiva como el intervalo transcurrido entre la desaparicion inicial de la masa tumoral y
su posterior retorno. A través de este andlisis fue posible estimar la mediana de
supervivencia y calcular los intervalos de confianza al 95 %. Se elaboraron curvas de
Kaplan-Meier para comparar la evoluciéon de los distintos grupos de tratamiento
(EQT/bleomicina sola frente a EQT /bleomicina combinada con toceranib), asi como
entre los grados tumorales clasificados de T1 a T4.

La comparacion entre las curvas de supervivencia se llevo a cabo mediante la prueba de
rangos logaritmicos de Mantel-Cox (log-rank test), un método estadistico no paramétrico
apropiado para evaluar diferencias significativas entre grupos.

La hipotesis nula asumi6 la igualdad entre las curvas; un valor de p < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Parametros de andlisis clinico
Se calcularon las siguientes variables para evaluar la efectividad del tratamiento:

e Tiempo de supervivencia (TS): intervalo desde la primera sesion de tratamiento
hasta la fecha de fallecimiento o del tltimo control clinico.

e Tiempo medio de supervivencia (TMS): media aritmética del TS para todos los
pacientes.

e Tasa de recidiva (TR): proporcion de gatos que presentaron RC inicial y recidiva
posterior.

o Intervalo libre de enfermedad (ILE): tiempo transcurrido desde el primer
tratamiento hasta la aparicion de recidiva local o metéstasis.

e Supervivencia libre de progresién (SLP): en los casos con RP o EE, intervalo entre
el inicio del tratamiento y la progresion clinica o aparicion de metéstasis.

Finalmente, se registr6 el estado clinico de cada paciente al cierre del estudio,
clasificandolos en: vivo sin tumor, vivo con tumor, fallecido sin tumor o fallecido con
tumor.

3.6.- FASE III: Casos clinicos tratados con EQT/bleomicina

A partir del estudio principal realizado sobre una amplia poblacion felina afectada por
carcinoma de células escamosas (CCE) de origen solar, empleado como modelo
experimental de referencia para evaluar la eficacia de la EQT combinada con bleomicina,
se planteo la posibilidad de extrapolar esta modalidad terapéutica a otros tipos tumorales
y especies animales.

Esta fase del estudio incluy6 la aplicacion de EQT pacientes con neoplasias cuya
localizacion anatomica o tipo histologico comprometia potencialmente la funcionalidad
o la conservacion de 6rganos a largo plazo.

Los casos incluidos fueron:

3.6.1.- CCE en halcon peregrino

Se atendid un halcén peregrino (Falco peregrinus) con lesiones cutdneas bilaterales en la
region axilar izquierda y en la zona toracica lateral e inguinal derecha. Se realizaron
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analisis sanguineos, cultivos bacterianos y fungicos. Posteriormente, se tomaron biopsias
incisionales que fueron procesadas mediante inclusion en parafina y tincion de
hematoxilina-eosina para estudio histopatoldgico. El analisis realizado en un laboratorio
de referencia en Anatomia Patoldgica Veterinaria (UAB) confirmd el diagnostico de
carcinoma de células escamosas (CCE). Se realizaron radiografias toracicas para
descartar metastasis.

Dada la extension y localizacion de las lesiones, la reseccion quirurgica no se considerd
viable, ya que habria comprometido la funcionalidad del ala y, por ende, la capacidad de
vuelo del ave. Por este motivo se optd por la electroquimioterapia (EQT), con el objetivo
de lograr control local de la enfermedad mediante un procedimiento minimamente
invasivo y preservando la integridad funcional.

El tratamiento consisti6 en la aplicacion de EQT en dos sesiones separadas por 90 dias.
Para los procedimientos se utilizd anestesia inhalatoria con isofluorano y analgesia con
meloxicam y buprenorfina. Se administrd bleomicina intratumoral (1.500 Ul/cm?)
seguida de la aplicacion de secuencias de pulsos eléctricos bipolares (1000 V/cm)
mediante electrodos de pinza y de agujas largas en las distintas sesiones, empleando
electroporadores ONKODISRUPTOR EXP-VET® y ELECTROVET EZ®.

El manejo posoperatorio incluy6 curas locales con solucion salina, aplicacion topica de
imiquimod y 4acido fusidico, y control analgésico-antiinflamatorio. Se realizd un
seguimiento clinico y radiografias de control, hasta la muerte accidental del animal.

3.6.2.- Condroma mandibular canino

Se evalu6 una perra Bull Terrier de 10 afios, hembra esterilizada, con una masa
mandibular de crecimiento lento y evolucion de dos afios. Tras la exploracion fisica y
oral, se realizaron pruebas diagndsticas complementarias: hemograma completo, perfil
bioquimico, uriandlisis, radiografias tordcicas y craneofaciales, electrocardiograma,
ecocardiograma, ecografia abdominal y tomografia computarizada (TC). Posteriormente,
se llevdo a cabo toma de biopsia; el analisis histopatoldgico (Histolab-Veterinaria),
confirmo la presencia de un condroma, caracterizado por proliferaciéon mesenquimal con
diferenciacion hacia tejido cartilaginoso maduro.

El tratamiento quirtrgico convencional, que habria requerido una mandibulectomia
parcial, fue rechazado por el propietario debido a las secuelas funcionales y estéticas que
conlleva. Como alternativa, se optd por la electroquimioterapia.

Para el procedimiento se utilizé un electroporador automatico (Electrovet EZ V3.0®,
Leroy Biotech, Francia) capaz de emitir trenes de 8 pulsos unipolares de onda cuadrada
(1000 V/cm, 100 ps, 20 A, 10 kHz). El citostatico empleado fue bleomicina a una
concentracion de 1.500 Ul/ml, administrada por via intravenosa diluida en solucion salina
estéril (proporcion 1:3—1:2,5). La dosis se calculd en funcion de la superficie corporal,
estimada mediante la formula: peso”™(2/3) x 10/100.

El procedimiento se realiz6 bajo anestesia general. Ocho minutos después de la infusion
intravenosa de bleomicina, se aplicaron los pulsos eléctricos mediante electrodos de
agujas (8 agujas paralelas, 15 mm de longitud, separacion de 8 mm, diametro 0,68 mm),
introducidos en el espesor de la masa tumoral. Se realizaron controles clinicos, analisis
sanguineos y estudios radioldgicos tras el procedimiento por un periodo de 6 meses.
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3.6.3.- CCE del tercer parpado felino

En colaboracion con dos Centros Oftalmologicos de referencia en Gran Canaria (Oftalvet
y Dioftalmo), se atendieron dos gatos domésticos Comtin Europeos de 8 y 10 afos de
edad respectivamente, diagnosticados con carcinoma de células escamosas (CCE) en el
tercer parpado. La estadificacion clinica incluyd hemograma, bioquimica sérica, estudios
histopatologicos, ecografias, radiografias toracicas y tomografia computarizada craneal,
clasificdndose ambos casos como T1NoMo.

Dado que los propietarios rechazaron la opcidon quirurgica (que implicaba la enucleacion
del globo ocular), se optd por la electroquimioterapia (EQT) como unica modalidad
terapéutica. El protocolo de EQT consistid6 en la administracion de bleomicina,
combinando la via sistémica (dosis intravenosa calculada en funcion de la superficie
corporal) con la infiltraciéon intratumoral (1.000—1.500 Ul/cm? de lesion). Transcurridos
8 minutos desde la administracion, se aplicaron pulsos eléctricos bipolares utilizando
electrodos de aguja insertados en la masa tumoral. Se administraron trenes de 8 pulsos de
onda cuadrada, con una duracion de 100 ps, a una intensidad de 1.000 V/cm. Para proteger
estructuras adyacentes, el globo ocular fue cubierto con dispositivos aislantes no
conductores durante la aplicacion de los pulsos.

Los procedimientos se realizaron bajo anestesia general con un protocolo multimodal
adaptado a cada paciente. En el postoperatorio se instaurd tratamiento analgésico y
antiinflamatorio segin las necesidades clinicas. El seguimiento incluyd revisiones
periddicas hasta dos afios y tres afios, después del inicio del tratamiento, con exploracion
clinica, analiticas sanguineas y radiografias toracicas en intervalos programados (semanal
y posteriormente cada 3 y 6 meses).

3.6.4.- Plasmocitomas extramedulares en pacientes caninos

Se incluyeron dos perros geriatricos: un mestizo de 15 anos y un Yorkshire Terrier de 12
afios, ambos con diagnostico de plasmocitoma extramedular localizado en cavidad
oral/labios. Las masas habian sido previamente extirpadas de manera incompleta, con
margenes quirargicos infiltrados segun los resultados de los estudios histopatologicos tras
la cirugia. En la evaluacion clinica y en las radiografias toracicas no se evidencio
enfermedad metastdsica, y ambos pacientes se encontraban en buen estado general.

Ante la imposibilidad o el rechazo de realizar una cirugia radical (hemimandibulectomia
o maxilectomia), se opto6 por la electroquimioterapia (EQT) como tratamiento adyuvante,
aplicada en el lecho quirtrgico tras la completa cicatrizacion (4—6 semanas
postoperatorio). El protocolo consistié en la administracion intravenosa de bleomicina
(15.000 Ul/m?), seguida de la aplicacion de pulsos eléctricos mediante electrodos de
agujas paralelas conectados al equipo ELECTROVET EZ®. La anestesia incluy6
premedicacion con medetomidina, metadona y midazolam, induccidon con propofol y
mantenimiento con isoflurano en oxigeno. El manejo postoperatorio contempld analgesia
multimodal, antiinflamatorios y cuidados locales en la zona tratada. Y se les hizo un
seguimiento por un periodo de 3, 6 y 12 meses.
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4.- RESULTADOS
4.1.- Fase |l
4.1.1 Crioterapia en CCE (grupo 1).

En este estudio retrospectivo se incluyeron gatos diagnosticados con carcinoma de células escamosas
(CCE) de origen solar, atendidos en nuestra practica clinica entre 2015 y 2020. Los pacientes
recibieron tratamiento mediante crioterapia (CRT) o crioterapia combinada con cirugia (CX). Se
recopilaron las tasas de respuesta terapéutica categorizadas como: remision completa (RC),
enfermedad estable (EE) y enfermedad progresiva (EP).

Se incluyeron 17 gatos con CCE, 10 machos (58,8 %) y 7 hembras (41,2 %), con una edad media de
11,2 + 2,3 afios. La localizacion mas frecuente de las lesiones fue el plano nasal (n = 12; 70,6 %),
seguida de mejillas (n = 2), parpados (n = 2) y labios (n = 1). El tamafio medio de las lesiones fue de
1,8 £0,5 cm.

La ulceracion estuvo presente en 10 pacientes (58,8 %), y se observé una diferencia significativa en el
tiempo de cicatrizacion entre los pacientes con y sin ulceracion (mediana: 21 dias vs. 14 dias; p =
0,032).

El nimero medio de sesiones de crioterapia fue de 1,5 + 0,6, con un intervalo promedio de 28 dias
entre sesiones en los casos que requirieron mas de una. No se observaron metastasis durante el periodo
de seguimiento (12 meses) en ninguno de los casos.

La informacion detallada sobre localizacion anatémica de las lesiones, grado tumoral, nimero de
sesiones de crioterapia, duracion del tratamiento y respuesta clinica se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1
Pacientes Localizacion Grado tumor  Técnica/sesiones  Tratam. (dias) Respuesta
Caso 1 plano nasal Tis 1 CRT 35 RC
Caso 2 barbilla Tis 1 CRT 48 RC
Caso 3 plano nasal T1 3CRT 82 RC
Caso 4 plano nasal Tl 3CRT 68 RC
Caso 5 Plano nasal T1 3CRT 56 RC
Caso 6 nariz/orejas T1/T3 ICRT+CX 55 RC
Caso 7 plano nasal T2 2CRT+CX 72 RC
Caso 8 plano nasal T2 3CRT 96 EE
Caso 9 puente nasal T2 3CRT 87 EE
Caso 10 plano nasal T2 3CRT 76 EE
Caso 11 Nasal/parpado T2 3CRT+CX 270 RC
Caso 12 plano nasal T3 3CRT 110 EP
Caso 13 nasal/parpados T3 2CRT+CX 93 EE
Caso 14 nasal/mejilla T3 3CRT 240 EP
Caso 15 labio/mandibula T4 2CRT+CX 160 EP
Caso 16 nasal/mejilla T4 3CRT+CX 250 EP
Caso 17 plano nasal/labio T4 3CRT+CX 270 EP

RC (recuperacion completa); EE (enfermedad estable) EP (enfermedad progresiva)

La respuesta a la crioterapia como tratamiento Uinico o adyuvante de cirugia fue de remisién completa
(RC) en el 47% de los casos (n=8; Figura 1), enfermedad estable (EE) en el 23,5% (n=4; Figura 2), y
progresion de la enfermedad (EP) en el 29,5% (n=5).
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El nimero de sesiones de crioterapia se ajustd segun el grado tumoral, la respuesta clinica y la
combinacion terapéutica utilizada. En los carcinomas in situ (Tis), una Gnica sesion fue suficiente. En
casos mas avanzados, se aplicaron de 1 a 3 sesiones, especialmente cuando se utilizo crioterapia como
técnica complementaria para asegurar margenes quirurgicos limpios. En los casos tratados
exclusivamente con crioterapia, el nimero medio de sesiones fue de 3. Las remisiones completas
obtenidas con crioterapia como Unica técnica se observaron principalmente en tumores in situ o de
grado T1 (5 de 10 casos), con una media de tiempo hasta la respuesta de 57,8 dias.

=

Figura 1. Paciente con CCE en puente y plano nasal en grado T1 con una recuperacion
completa tras una sesion de crioterapia a las 4 semanas

Figura 2. Paciente con CCE en puente y plano nasal en estadio T2 con un control de
enfermedad estable tras 2 sesiones de crioterapia a las 4 semanas.
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Se document¢ recidiva tumoral en el 76,4% de los casos (13/17). En funcion del tamafio y evolucion
de la lesion, se optd por repetir la crioterapia o combinarla con otra modalidad terapéutica. En siete
casos se combind crioterapia con cirugia, obteniéndose remisiéon completa en tres, enfermedad estable
en uno y progresion en tres.

4.1.1.1.- Cicatrizacion y evolucion de las lesiones

Respecto a las complicaciones asociadas al procedimiento, se reportaron costras en 13 animales (76,5
%), pérdida transitoria del apetito en 4 (23,5 %), estenosis nasal en 2 (11,8 %) y anosmia en 1 (5,9 %).

En las lesiones pequenas (Tis, T1), hubo un leve edema y/o eritema que se resolvio en pocos dias (3-
5 dias), y en las lesiones mayores, el edema o eritema permanecidé entre una a dos semanas. A
continuacion, la granulacion y epitelizacion fueron evidentes hasta que se formd un fino tejido
cicatricial.

La técnica evaluada demostro ser eficaz principalmente en lesiones de pequefio tamafio o en tumores
de bajo grado, en los cuales se observé una adecuada respuesta terapéutica. Sin embargo, en lesiones
de mayor tamafio o con caracteristicas invasivas, fue necesario complementar con otra modalidad
terapéutica, debido a la limitada efectividad observada en estos casos.

4.2.- Fase 11
4.2.1 Gatos tratados con electroquimioterapia/bleomicina (grupo 2)

4.2.1.1.- Poblacion de estudio

Se incluyeron 93 gatos (grupo 2) diagnosticados con carcinoma de células escamosas (CCE) en la
region craneofacial, confirmados mediante citologia y/o biopsia. Los casos abarcaban todos los
estadios tumorales, desde T1 hasta T4, conforme a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) (1). La distribucion de los casos por tamafio tumoral se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2: Casos/Grado tumor segin OMS

Frecuencia Porcentaje
Valido Tumor < 2cm 25 26,9
Tumor entre 2-5cm 31 333
Tumor > Scm 29 31,2
Tumor invasivo 8 8,6
Total 93 100,0

En la Figura 3, se ilustran ejemplos representativos del aspecto macroscopico de las lesiones
neoplasicas de diferentes tamafios y grados de invasion, localizadas en la region craneofacial.
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Figura 3: Representacion macroscépica de CCE en diferentes localizaciones y grados de progresion en la
region craneofacial felina. (A) Lesion grado T1 localizada en el plano nasal; (B) Lesion grado T2 que afecta el
plano nasal y parte del puente nasal; (C) Lesion grado T3 en la region palpebral superior del ojo derecho (D)
Lesion grado T4, de tipo invasivo, con compromiso extenso de nariz, labios y estructuras adyacentes.

4.2.1.2.- Resefa y procedencia de los pacientes

Los datos demograficos completos de los pacientes se presentan en el Anexo I (Tablas 1-4). La edad
media de los gatos incluidos fue de 9,4 afios (rango: 2—20 afos), siendo la edad més frecuente 10 afios
(n=15; 16,1 %). El segundo grupo etario mas comun correspondid a gatos de 5 afios (n = 10; 10,8 %)
(Gréfico 1).

Grafico 1. Frecuencia edad de los gatos

Frecuencia

23 45 6 78 910111213 14 15 16 17 18 19 20
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En relacion con el sexo, todos los animales estaban esterilizados, con una distribucion equitativa entre
machos (n =48; 51,6 %) y hembras (n = 45; 48,4 %), sin diferencias estadisticamente significativas (p
>0,05) (Grafico 2).

Grafico 2: Sexo de los gatos

[ Hembra
M Macho

Respecto a la raza, la gran mayoria de los pacientes correspondian a gatos de raza Comun Europeo (n
= 90; 96,8 %), observandose solo tres casos en otras razas: Persa (n = 1; 1,1 %) y Siamés (n = 2; 2,2
%) (Grafico 3).

Grafico 3: Raza de los gatos

@ comun Europeo
W Prersa
M Siamés

La coloracion del pelaje se distribuyd en cinco variantes principales: patron solido blanco (n = 23;
24,7 %), bicolor blanco con gris (n = 19; 20,4 %), bicolor blanco con negro (n = 27; 29 %),
tricolor/calico (n = 13; 14 %) y color crema (n = 11; 11,8 %) (Grafico 4).
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Grafico 4: Capa de los gatos
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En cuanto a la procedencia geografica, los pacientes fueron remitidos desde clinicas veterinarias y
protectoras de animales, donde posteriormente fueron sometidos a procesos de adopcidn tras completar
el tratamiento. La distribucion por islas fue la siguiente: Gran Canaria (n = 50), Tenerife (n = 23) y
Fuerteventura (n = 20) (Figura 4).

LANZAROTE %

LA PALMA

o

TENERIFE

LA GOMERA ! ) FUERTEVENTURA

. GRAN CANARIA
EL HIERRO

Figura 4. Mapa de la procedencia de los casos clinicos en las islas Canarias
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4.2.1.3.- Presentacion clinica y localizacion de las lesiones

Las lesiones carcinomatosas se localizaron exclusivamente en la region craneofacial, identificandose
un total de 19 variantes topograficas distintas (Grafico 5). No se observaron casos con afectacion
extracraneal.

Grafico 5: Localizacion de las lesiones carcinomatosas
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La localizacion mas frecuente fue el plano nasal, que se presentd como Unica region afectada en el
54,8 % de los casos. Cuando el plano nasal se combind con otras regiones (como mejillas, parpados,
pabellones auriculares, sienes, labios 0 menton), se alcanzé una implicacion total del 68,8 % de los
pacientes (Figura 5y 6).

En los casos en los que no se observo afectacion del plano nasal, las lesiones se localizaron en otras
areas de la cabeza, con frecuencias variables: orejas, sienes, parpados, labios, mejillas, mandibula y
menton, con una distribuciéon comprendida entre el 1,1 % y el 8,6 %. Entre estas, los parpados
constituyeron la segunda localizacién mas frecuente como presentacion Unica (Anexo: Tabla 5).
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Figura 5. Imagenes clinicas de pacientes con CCE en diferentes combinaciones anatémicas de la region
craneofacial: (A) Afectacion del plano nasal y region labial; (B) Lesion en zona labial con invasion mandibular;
(C) Lesion en menton de un gato tricolor; (D) Afectacion simultanea de pabellon auricular izquierdo y plano nasal
en un gato de capa blanca.

Figura 6. Variantes menos frecuentes de localizacion tumoral: (A) Lesion en la region cigomatica rostral
infraocular derecha; (B) Afectacion del borde palpebral inferior; (C) Infiltracion del labio superior/belfo derecho;
(D) Lesion en la zona parietal izquierda.
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4.2.1.4.- Diagnostico y estadificacion de los pacientes

Todos los pacientes fueron sometidos a una evaluacion diagnostica integral que incluy6 examen fisico
general, palpacion de linfonodos, analisis hematoldgicos, estudios citologicos y/o histopatoldgicos, asi
como pruebas de diagndstico por imagen (radiografias, ecografias y, en casos seleccionados,
tomografia computarizada —TC-) (Figuras 7, 8 y 9). La estadificacion tumoral se realizé conforme a
los hallazgos clinicos, diagnosticos por imagen e histopatoldgicos. Adicionalmente, se efectuaron
pruebas seroldgicas para deteccion de virus de leucemia felina (FeLV) y virus de inmunodeficiencia
felina (FIV), identificandose 11 animales positivos (11,8 %) de un total de 93 pacientes evaluados.

Figura 8. TC craneal en paciente con lesion carcinomatosa en paladar, con lisis del hueso
nasal derecho, paladar duro ipsilateral y aspecto rostral del arco cigomatico.
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Figura 9. Imagen de TC toracico que evidencia lesiones opacas pulmonares compatibles
con metastasis en un paciente con enfermedad avanzada.

El diagnostico definitivo se obtuvo mediante estudio histopatoldgico en 73 casos (78,5 %), y mediante
citologia exclusiva en 20 casos (21,5 %) (Anexo: Tabla 6). La citologia reveld caracteristicas tipicas
de neoplasias epiteliales malignas, como anisocitosis, anisocariosis, multinucleacion, vacuolizacién
perinuclear y cromatina granular (Figuras 10y 11).

- ’ > ] H e > :
Figura 10. (A-D) Imagenes de microscopia dptica de citologias de lesiones

carcinomatosas con diferentes grados de anisocitosis, anisocariosis, multinucleacion,
presencia de vacuolas perinucleares y cromatina granular.
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Figura 11. (A-C) Imagenes histopatoldgicas de CCE que muestran infiltracion y proliferacion
de queratinocitos con morfologia poliédrica, redondeada o fusiforme, atipias moderadas, mitosis activas
y estructuras seudoglandulares (patron acantolitico). Se observa diferenciacion escamosa superficial,
ruptura de la membrana basal, necrosis, desmoplasia, infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario y
piogranulomatoso, asi como invasion de tejido conectivo y fibras musculares estriadas.

4.2.1.5.- Evaluacion de metastasis.

A lo largo del estudio, se constato que 8 gatos (8,6 %) desarrollaron metastasis. En el resto de los casos
(n=285; 91,4 %), no se evidenciaron signos de diseminacion metastasica. Al analizar la relacion entre
la presencia de metastasis y el grado tumoral, se observaron los siguientes resultados:

e En gatos con tumores de grado T1 (n = 25), no se identificaron metéstasis (0 %).
En el grupo T2 (n = 29), se registraron 2 casos (6,9 %).

e En los pacientes con tumores de grado T3 (n = 26), se observaron 3 casos (11,5
%).

e En el grupo con tumores invasivos T4 (n = 13), 3 pacientes (23,1 %) presentaron
metastasis (Grafico 6).
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Grafico 6: Presencia metastasis segun el grado del tumor
METASTASIS

E sin metastasis
B metastasis

Recuento
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2-5cm invasivo

Grado tumor segun OMS

El andlisis estadistico reveld diferencias significativas entre el grado tumoral y la aparicion de
metastasis (p < 0,05), lo que sugiere que a mayor extension e invasividad del tumor, mayor
probabilidad de diseminacidon metastasica.

Ademas, se exploro la relacion entre el estatus retroviral (FeLV/FIV) y la presencia de metastasis
(Tabla 3). Todos los pacientes que desarrollaron metdstasis fueron seronegativos para ambas
infecciones. En cuanto a los gatos positivos (n = 11), todos eran clinicamente estables, y la mayoria de
ellos (n = 7; 63,6 %) presentaban tumores de grado T2 (Grafico 7).

Tabla 3. Valoracion de metastasis en testados FeLV/FIV

FeLV/FIV
Negativo
FEL/FIV Positivo FEL/FIV Total
METASTASIS sin metéstasis 74 11 85
metastasis 8 0 8
Total 82 11 93
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Grafico 7: Casos FeLVIFIV en relacion al grado del tumor (OMS)
FeLVIFIV
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4.2.1.6.- Aplicacion electroquimioterapia con bleomicina

En la totalidad de los casos del grupo 2 (n=93), se aplicd inicialmente una sesion de
electroquimioterapia (EQT) combinada con bleomicina, administrada por via intravenosa. En aquellos
pacientes en los que no se obtuvo una resolucion completa de la lesion o se evidencid progresion
durante el seguimiento, se programaron sesiones adicionales. En el 72 % de los casos (n=67) fue
suficiente una tnica sesion de EQT. El 24,7 % de los gatos (n = 23) requiri6 dos aplicaciones, mientras
que un pequefio niumero de pacientes con lesiones mas extensas o recidivantes recibid tres (2,2 %,
n =2) o incluso cuatro sesiones (1,1 %, n=1). Se observo una asociacion estadisticamente significativa
entre el numero de sesiones requeridas y el grado tumoral (p <0,05), siendo los tumores de mayor
grado (T3-T4) los que necesitaron multiples intervenciones para lograr un control adecuado de la masa
neoplésica (Grafico 8).

Grafico 8: Numero sesiones EQT/Grado del tumor
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En los casos en que se sospechaba una invasion tumoral més profunda o se observaban caracteristicas
clinico-patologicas que sugerian una mayor agresividad, se opté por complementar la administracion
intravenosa de bleomicina con la aplicacion intralesional. Esta modalidad de tratamiento se
implementd con el objetivo de potenciar la eficacia terapéutica local. La distribucion de pacientes
segun la via de administraciéon empleada se resume en el Grafico 9 (Anexo: Tabla 7).

Grafico 9: Vias aplicacion bleomicinalgrado del tumor (OMS)
Vias
administracion

B Bleomicina IV
M BL IV + intratumoral

Recuento
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4.2.1.6.1.- Evaluacion de la respuesta tumoral

La evaluacion de la respuesta tumoral se realizd0 mediante medicion directa de las lesiones y
seguimiento fotografico seriado, tanto antes del tratamiento como a lo largo del seguimiento post-
terapéutico. Esta documentacion permitié identificar la evolucion clinica de las lesiones. Para la
clasificacion de la respuesta local al tratamiento se utilizaron los siguientes criterios estandarizados:
remision completa, remision parcial, enfermedad estable y enfermedad progresiva.

Abreviaturas
Remision completa RC
Remision parcial RP

Enfermedad progresiva | EP
Enfermedad estable EE

4.2.1.6.2.- Respuesta a la EQT a los 30, 90 y 180 dias del tratamiento

Se realizaron controles clinicos intensivos durante las primeras semanas tras la aplicacion de la EQT
con bleomicina, con el objetivo de detectar efectos adversos locales o sistémicos, asi como
complicaciones en la cicatrizacion. Posteriormente, el seguimiento se establecio a los 30, 90 y 180 dias
post-tratamiento. En un subgrupo de pacientes, se extendio el seguimiento hasta 1-3 afios. Asimismo,
se documentaron los casos perdidos por eutanasia, fallecimiento por otras causas, fuga o adopcion sin
posterior acceso al control clinico.
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Cabe destacar que tres pacientes (dos con tumores T3 y uno con tumor T4) fueron eutanasiados antes
de cumplir el primer mes de seguimiento, debido a la gravedad de las lesiones y al deterioro clinico
severo.

4.2.1.6.2.1.- Resultados a los 30 dias
A los 30 dias post-EQT, el 90,3% de los gatos present6 una respuesta favorable: 34,4% con remision

completa (RC) y 55,9% con remision parcial (RP). La enfermedad se mantuvo estable (EE) en el 5,4%
de los casos, mientras que se observo progresion (EP) en un 1,1% (Grafico 10).

Grafico 10: Control post-EQT 30 dias
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4.2.1.6.2.2.- Resultados a los 90 dias

En el control realizado a los 90 dias tras la aplicacion de la EQT con bleomicina, se observd una
respuesta terapéutica positiva en el 75,9% de los pacientes (RC en el 59% y RP en el 16,9%). En un
7,2% de los casos, la enfermedad se mantuvo estable, mientras que se detectd progresion tumoral en
el 14,5% de los animales tratados (Grafico 11). En esta etapa del seguimiento, fue necesaria la
eutanasia de dos pacientes (2,4%) debido al agravamiento de la enfermedad.
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Grafico 11:Control post-EQT 90 dias
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En los casos en los que se observo una respuesta parcial o se detectaron recidivas locales, se valor6 la

posibilidad de realizar una segunda intervencion terapéutica con EQT, con el objetivo de mejorar el
control local del tumor y, en su caso, alcanzar una remision completa (Figuras 12 y 13).

Figura 12. (A-B) Paciente felino con CCE de grado alto bilateral en ambos parietales. (C) Tras dos
sesiones de EQT se consigue una recuperacion completa de la enfermedad (semana 12).
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Figura 13. (A) Paciente felino con CCE en el plano nasal antes del tratamiento; (B) Mismo paciente a las 8
semanas tras una sola sesion de EQT.

N

Adicionalmente, se documentaron 9 casos en los que no fue posible completar el seguimiento clinico.

4.2.1.6.2.3.- Resultados a los 180 dias

En la evaluacion realizada a los 180 dias post-EQT, se observo una recuperacion clinica en el 59,4%
de los pacientes (RC 53,6% + 5,8 RP) (Grafico 12; Figura 14). Asimismo, el 10,1% de los animales
presentaron enfermedad estable (Figura 15), mientras que se registrd progresion tumoral en el 26,1%
de los casos.

En esta fase del estudio, correspondiente al sexto mes post-tratamiento, fue posible evaluar
clinicamente a 69 de los 93 pacientes inicialmente incluidos. Durante este periodo, tres gatos fueron
eutanasiados debido al agravamiento del proceso tumoral, mientras que 12 casos no pudieron ser
valorados por pérdida de seguimiento, atribuible a adopciones, accidentes u otras circunstancias que
impidieron la comunicacion con los responsables de los animales.

Grafico 12: Control post-EQT 180 dias
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Figura 15: Imagenes de lesion carcinomatosa en el plano nasal de un paciente felino,
en grado invasivo avanzado (A) tratado con EQT como terapia paliativa. Se puede
apreciar su evolucion a las 12 semanas (B y C).

-67-



RESULTADOS

La evolucion de la respuesta clinica a los 90 y 180 dias mostrd tendencias similares. El anélisis
comparativo entre tiempos evidencid una tendencia significativa a la mejora o mantenimiento de la
respuesta en pacientes con remision parcial inicial, asi como estabilidad en aquellos que alcanzaron
remision completa precozmente.

4.2.1.6.3.- Respuesta clinica segun el grado tumoral (subgrupo 1y subgrupo 2)

Los datos previamente presentados corresponden a la respuesta clinica global de los pacientes sin
considerar el grado tumoral. Dado que este factor representa un parametro fundamental tanto para la
seleccion de estrategias terapéuticas como para el prondstico en oncologia, se analizé la respuesta al
tratamiento estratificada por grado tumoral.

4.2.1.6.3.1.- Resultados a los 30 dias

A los 30 dias tras la aplicacion de EQT con bleomicina, se observo una respuesta favorable en el 100%
de los pacientes con tumores de grado T1 y T2 (subgrupo 1, n=54), distribuyéndose en 48% (n=26) de
remision completa (RC) y 52% (n=28) de remision parcial (RP). En contraste, en los pacientes con
tumores de mayor grado, T3 y T4 (subgrupo 2, n=39), la tasa global de respuesta fue del 77%; de estos,
15% (n=6) alcanz6 RC y 62% (n=24) presentdé RP; 3 de ellos tuvieron que ser eutanasiados. En el
subgrupo 2 (tumores de mayor grado), predominé la respuesta parcial sobre la completa (Grafico 13;
Anexo Tabla 8).

El andlisis comparativo revelo una asociacion estadisticamente significativa entre el grado tumoral y
la respuesta clinica observada 30 dias después del tratamiento (p < 0,05). Este resultado sugiere que,
a medida que aumenta el grado del tumor, disminuye la probabilidad de alcanzar una remision
completa.

Grafico 13: Evolucion a los 30 dias segun el grado del tumor
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4.2.1.6.3.2.- Resultados a los 90 dias

A los 90 dias post-tratamiento, los gatos con tumores de bajo grado T1-T2 (subgrupo 1, n=50),
alcanzaron una tasa de recuperacion del 84%, compuesta por un 82% (n=41) de remisiones completas
(RC) y un 2% (n=1) de remisiones parciales (RP). Por otro lado, los pacientes con tumores de mayor
grado T3-T4 (subgrupo 2, n=30), mostraron una tasa de respuesta total del 63%, de ellos RC 24%
(n=8) y RP 39% (n=13) (Grafico 14; anexo Tabla 9).

Grafico 14: Evolucion a los 90 dias segun el grado del tumor
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Respecto a la evolucion no favorable, se reportd enfermedad estable (EE) en el 4% (n=2) de los casos
T1-T2 y en el 12% (n=4) de los casos T3-T4. La progresion de la enfermedad (EP) fue mas frecuente
en fases mas avanzadas del seguimiento, se detectd progresion en el 10% (n=5) de los casos T1-T2 y
en el 21% (n=7) de los T3-T4. En esta fase del control, 2 gatos fueron eutanasiados.

4.2.1.6.3.3.- Resultados a los 180 dias

En el control a los 180 dias, la respuesta clinica se mantuvo en el 71% de los gatos del subgrupo 1 con
tumores T1-T2, con RC 69% (n=31) + RP 2% (n=1), mientras que en el subgrupo 2, con tumores T3-
T4 se observé una respuesta del 38% , con RC 25% (n=6) + RP 13% (n=3). Enfermedad estable (EE)
fue registrada en el 10% (n=2) de los tumores de bajo grado y en el 21% (n=5) de los tumores de alto
grado. La progresion de la enfermedad (EP) fue mas frecuente en fases mas avanzadas del seguimiento.
Esta proporcion aumento, afectando al 42% (n=10) de los casos T1-T2 y al 33% (n=8) de los T3-T4
(Gréafico 15; Anexo: Tabla 10). Durante esta fase de seguimiento, 3 gatos fueron eutanasiados por
empeoramiento del estado clinico relacionado con la progresion tumoral.
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Grafico 15: Evolucion alos 180 dias segun el grado del tumor
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En resumen, el analisis comparativo por grado tumoral confirma una mayor tasa de respuesta sostenida
en los tumores menos agresivos (T1-T2), con una respuesta global del 71% (n=32) a los seis meses.
No obstante, se logré también un control clinico parcial o completo en el 38% (n=9) de los gatos con
tumores avanzados (T3-T4), lo que indica que incluso en estadios mas avanzados la EQT puede ofrecer
beneficios clinicos relevantes.

4.2.1.6.4.- Respuesta clinica a la EQT en gatos positivos a FeLV/FIV (subgrupo 3)

Del total de pacientes incluidos en el estudio (n=93), once gatos (11,8%) resultaron positivos a FeLV
y/o FIV tras la realizacion de pruebas seroldgicas. La evolucion clinica de estos pacientes fue
comparada con la de los gatos negativos al test, a fin de evaluar si la presencia de estas virosis influia
en la respuesta al tratamiento con EQT combinada con bleomicina.

4.2.1.6.4.1.- Resultados a los 30 dias

A los 30 dias post-tratamiento, los gatos positivos a FeLV/FIV mostraron una respuesta clinica
favorable en el 100% de los casos (n=11). En este grupo, se observo un 36,4% de remisiones completas
(RC) y un 63,6% de remisiones parciales (RP). No se registraron casos de enfermedad estable (EE),
progresiva (EP), ni eutanasia en este subgrupo (Tabla 4).

Tabla 4. Control post-EQT 30 dias

FELV/FIV
Negativo Positivo
FEL/FIV FEL/FIV Total
CONTROL EQT 30 dias Eutanasia 3 0 3
Recuperacion completa 28 4 32
Recuperacion parcial 45 7 52
Enfermedad estable 5 0 5
Enfermedad progresiva 1 0 1
Total 82 11 93
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4.2.1.6.4.2.- Resultados a los 90 dias

A los 90 dias, de los 9 gatos FeLV/FIV positivos que continuaron en seguimiento, 7 (77,8%)
presentaron remision completa, mientras que 1 paciente presentd enfermedad estable y otro desarrolld
progresion tumoral. No se registraron eutanasias en este grupo (Tabla 5).

En el grupo de gatos negativos (n=74), la tasa de remisién completa fue del 56,8% (n=42), con 14
remisiones parciales (18,9%), 5 enfermedades estables (6,8%), 11 progresiones (14,9%), y 2 eutanasias
(2,7%).

Tabla 5. Control post-EQT 90 dias

FELV/FIV
Negativo Positivo
FEL/FIV FEL/FIV Total
CONTROL EQT90 dias Eutanasia 2 0 2
Recuperacion completa 42 7 49
Recuperacion parcial 14 0 14
Enfermedad estable 5 1 6
Enfermedad progresiva 11 1 12
Total 74 9 83

4.2.1.6.4.3.- Resultados a los 180 dias

A los 180 dias del tratamiento (Tabla 6), el nimero de gatos positivos evaluables fue de 7.
De ellos, 4 (57,1%) presentaron remision completa, 2 (28,6%) progresion de la enfermedad
y 1 gato (14,3%) fue eutanasiado. No se reportaron remisiones parciales ni enfermedad
estable en este subgrupo. Entre los 62 gatos negativos al test, se observd una remision
completa en 33 casos (53,2%), remision parcial en 4 (6,5%), enfermedad estable en 7
(11,3%), progresion tumoral en 16 (25,8%) y eutanasia en 2 casos (3,2%).

Tabla 6 Control post-EQT 180 dias

FELV/FIV
Negativo FEL/FIV Positivo FEL/FIV Total
CONTROL EN 180 DIAS Eutanasia 2 1 3
Recuperacion completa 33 4 37
Recuperacion parcial 4 0 4
Enfermedad estable 7 0 7
Enfermedad progresiva 16 2 18
Total 62 7 69

Los resultados obtenidos permiten senalar que los gatos positivos a FeLV/FIV presentaron tasas de
respuesta clinica comparables, e incluso ligeramente superiores, a corto y medio plazo en comparacion
con los pacientes negativos, particularmente en los controles realizados a los 30 y 90 dias posteriores
a la aplicacion de la EQT. Dentro del subgrupo positivo, la mayoria de los casos correspondian a
tumores de bajo grado, seleccionados intencionalmente para evaluar la viabilidad del tratamiento en
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animales con infecciones retrovirales subclinicas. No se identificaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en los distintos puntos de control.

4.2.1.6.5.- Respuesta en gatos que recibieron terapia combinada EQT-bleomicina/Toceranib

(subgrupo 4)

Del total de 93 gatos incluidos en el estudio, 17 animales recibieron tratamiento complementario con
toceranib (Palladia®) por via oral, ademas del protocolo estdndar de EQT con bleomicina. La mayoria
de los pacientes que recibieron esta terapia combinada presentaban tumores de mayor grado,
clasificados como T3 y T4. La distribucion de los tratamientos segtn el grado tumoral se resume en la
Tabla 7.

Tabla 7: Distribucion de gatos tratados con y sin toceranib segin el grado tumoral

TRATAMIENTO con y sin Toceranib

No recibieron Recibieron
Toceranib Toceranib Total
Grado tumor segun OMS Tumor < 2cm 25 0 25
Tumor entre 2-5cm 28 1 29
Tumor > Scm 16 12 28
Tumor invasivo 7 4 11
Total 76 17 93

La evaluacion de la respuesta clinica a los 30 dias post-tratamiento en el subgrupo de pacientes que
recibi6 toceranib adicional mostro resultados similares a los observados en el grupo tratado inicamente
con EQT/bleomicina. No se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos en este punto de control (Grafico 16; Anexo: Tabla 11).

Grafico 16: control a los 30 dias post-EQT en tumores alto grado
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TRATAMIENTO con y sin Toceranib
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En el control realizado a los 90 dias posteriores al tratamiento (Grafico 17; Anexo: Tabla 12), se
observaron respuestas clinicas comparables entre los pacientes tratados Unicamente con
EQT/bleomicina y aquellos que ademas recibieron toceranib. No se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Grafico 17: control a los 90 dias post-EQT en tumores de alto grado
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A los 180 dias del tratamiento (Grafico 18); Anexo: Tabla 13), se evalu6 la evolucion clinica en un
subgrupo de 24 gatos con tumores de alto grado (T3 y T4), en los que fue posible mantener el
seguimiento. Aunque el tamafio de la muestra no permite establecer conclusiones definitivas, se
observé una mayor proporcion de recuperacion clinica en el grupo tratado con la combinacion de
EQT/bleomicina y toceranib, en comparacion con aquellos que no recibieron esta terapia adicional.
Sin embargo, en lo que respecta a los casos con progresion tumoral, los porcentajes se mantuvieron
similares entre ambos grupos.

Grafico 18: control a los 180 dias post-EQT en tumores de alto grado

[E Eutanasia

M Recuperacién completa
4 [ Recuperacion parcial
[H Enfermedad estable

[ Enfermedad progresiva

Recuento

No recibieron Toceranib Recibieron Toceranib

TRATAMIENTO con y sin Toceranib

-73-



RESULTADOS

4.2.1.6.6- Anadlisis de supervivencia en la poblacion de estudio

4.2.1.6.6.1- Analisis de supervivencia en el grupo global (grupo 2)

Para valorar el tiempo transcurrido hasta la apariciéon de un evento clinico relevante, se realizd un
andlisis de supervivencia considerando como variable principal el tiempo libre de evento
(supervivencia), definido como el intervalo entre la administracion inicial del tratamiento y la
aparicion de recidiva, fallecimiento o pérdida del paciente durante el seguimiento.

En primer lugar, se construy6 una curva de supervivencia de Kaplan-Meier para la totalidad de los
gatos tratados con EQT combinada con bleomicina, sin estratificacion por variables como el grado
tumoral o la administracion adicional de otras terapias (Grafico 19). En esta cohorte, el 70,6% de los
gatos fueron censurados, es decir, permanecian vivos y sin evento al cierre del periodo de seguimiento.
La estimacion media de supervivencia fue de 736,6 dias (+ 74,6).

Grafico 19: curva Kaplan-Meier para gatos tratados con EQT/bleomicina
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4.2.1.6.6.2.- Analisis de supervivencia segun el grado del tumor (subgrupos 1y 2)

Con el objetivo de evaluar el impacto del grado tumoral sobre el tiempo de supervivencia, los casos
fueron clasificados en dos subgrupos: subgrupo 1 de grado bajo (tumores T1 y T2; <5 cm) y subgrupo
2 de grado alto (tumores T3 y T4; >5 cm o con invasion local), segun la clasificacion de la OMS. La
distribucion de los eventos, pacientes censurados y totales por grupo se presenta en el Anexo: Tablas
14y 15. El analisis de Kaplan-Meier evidenci6 diferencias claras entre ambos grupos (Grafico 20). En
el grupo de bajo grado (n=49), se registraron 9 eventos y un 81,6% de casos censurados, mientras que
en el grupo de alto grado (n=36) se observaron 16 eventos, con un 55,6% de censura. Los tiempos
medios de supervivencia estimados para cada grupo fueron los siguientes: los gatos con tumores de
bajo grado presentaron una media de supervivencia de 893,4 dias (IC 95%: 693,9 — 1092,9), mientras
en el grupo de alto grado, la media fue de 440,1 dias (IC 95%: 341,4 — 538,8). Estas diferencias entre
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los grupos fueron estadisticamente significativas (p <0,05), lo que indica una asociacion entre el grado
tumoral y la supervivencia post-tratamiento con EQT/bleomicina.
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Grafico 20: curva Kaplan-Meier gatos tratados con EQT/bleomicina segun grado del tumor
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La representacion grafica de las curvas de supervivencia por cada grado individual (T1-T4), queda
reflejado en el Gréafico 21. La diferencia entre estos grupos, también fueron estadisticamente
significativas (P<0,05).

Log de la supervivencia

Grafico 21: Comparacion curvas de supervivencia (log-rank)
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4.2.1.6.6.3.- Analisis de superviviencia en animales tratados con EQT/ bleomicina con y sin toceranib

(subgrupo 4)

La administracion de toceranib (Palladia®) se llevd a cabo principalmente en gatos con tumores de
alto grado (T3 y T4). En el Anexo Tablas 16 y 17, se resume el procesamiento de los casos segiin
grado tumoral y tipo de tratamiento. Dado que inicamente un paciente con tumor de bajo grado recibid
toceranib, el analisis comparativo de supervivencia se centrd exclusivamente en el subgrupo de alto
grado.

En este subgrupo, la supervivencia media estimada fue de 421,3 dias (IC 95%: 314,8-527,7) en los
gatos que no recibieron toceranib, y de 435,9 dias (IC 95%: 291,4-580,5) en aquellos que si lo
recibieron. Las diferencias entre ambos grupos no alcanzaron significacion estadistica.

La curva de supervivencia de Kaplan-Meier (Gréafico 22) muestra trayectorias similares entre los dos
grupos de tratamiento en tumores de alto grado. Si bien algunos pacientes que recibieron toceranib
presentaron tiempos de supervivencia mas prolongados, estas diferencias no resultaron
estadisticamente significativas (p > 0,05).

Grafico 22: curva Kaplan-Meier alto grado con y sin toceranib
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4.2.1.6.7.- Tasas de respuestas al tratamiento
4.2.1.6.7.1.- Tiempo de supervivencia

El tiempo de supervivencia (TS), definido como el intervalo comprendido entre el primer tratamiento
con EQT y la fecha del ultimo control clinico o fallecimiento del paciente, oscil6 en la poblacion total
entre 1 y 1.402 dias. El tiempo medio de supervivencia (TMS) fue de 439 dias (Grafico 23).

Grafico 23: Tiempo de supervivencia en el grupo global
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En el subgrupo 3 de gatos positivos a FeLV/FIV, compuesto mayoritariamente por pacientes con
tumores de bajo grado, el TMS observado fue de 417 dias.

Al clasificar los casos segun el grado tumoral, se obtuvieron diferencias claras en los tiempos medios
de supervivencia. Para los gatos con carcinomas de bajo grado (subgrupo 1), el TMS fue de 523 dias,
mientras que, en el grupo con tumores de alto grado (subgrupo 2), el TMS se redujo a 326 dias, lo que
confirma la influencia negativa del tamafio y la agresividad tumoral sobre la duracion de la
supervivencia.

Estos resultados indican que los pacientes con tumores menos invasivos tienden a presentar una

supervivencia mas prolongada tras el tratamiento con EQT, mientras que los tumores de mayor grado
se asocian con tiempos de supervivencia significativamente mas cortos.
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4.2.1.6.7.2.- Tasa de recidiva

La tasa de recidiva (TR), definida como la proporcion de gatos que presentaron una recuperacion
clinica completa tras el tratamiento y posteriormente desarrollaron una recidiva local, fue del 32,2%
en el analisis global de la poblacion (Tabla 8). De los 87 gatos evaluados, 28 presentaron recidiva,
mientras que 59 no mostraron recurrencia de la enfermedad.

Tabla 8: Frecuencias de recidivas

Porcentaje

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
No Recidiva 59 67,8 67,8 67,8
Recidiva 28 32,2 32,2 100,0

Total 87 100,0 100,0

Al estratificar los casos segin el grado tumoral, se evidenciaron diferencias significativas en la
frecuencia de recidivas (p < 0,05). En el grupo con tumores de bajo grado (subgrupo 1), la tasa de
recidiva fue del 17,6% (9 de 51 casos) (Tabla 9). En contraste, en el grupo con tumores de alto grado
(subgrupo 2), la recidiva se observod en el 52,8% de los casos (19 de 36 gatos) (Tabla 10).

Tabla 9: Frecuencia recidivas grupo Bajo grado

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
No Recidiva 42 82,4 82,4 82,4
Recidiva 9 17,6 17,6 100,0
Total 51 100,0 100,0
Tabla 10: Frecuencia recidivas grupo Alto grado
Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
No Recidiva 17 47,2 47,2 47,2
Recidiva 19 52,8 52,8 100,0

Total 36 100,0 100,0

Estos resultados indican que el grado del tumor influye de manera directa sobre el riesgo de recidiva
local tras la recuperacion clinica inicial, siendo significativamente mayor en los tumores mas agresivos
o extensos. Esta diferencia es consistente con la evolucion bioldgica esperada del carcinoma escamoso
en funcion de su estadificacion.
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4.2.1.6.7.3.- Intervalo libre de enfermedad

El intervalo libre de enfermedad (ILE), definido como el tiempo transcurrido desde el primer
tratamiento hasta el dia de la recidiva local o evidencia de metastasis fue de 297 dias (0-1402) en el
grupo 2 (Tabla 11).

Tabla 11: Frecuencias ILE

grupo global
Intervalo Libre Enfermedad
N Valido 86
Perdidos 7
Media 297,24
Mediana 200,00
Desv. Desviacion 318,013
Minimo 0
Méximo 1402

El ILE medio en los gatos con carcinomas de bajo grado (subgrupo 1) fue de 345 dias (Tabla 12),
mientras que en los gatos con carcinomas de alto grado (subgrupo 2) fue de 152 dias (Tabla 13),
observandose una diferencia relevante en la duracion del control clinico entre ambos grupos.

Tabla 12: Frecuencias ILE
en bajo grado

Intervalo Libre Enfermedad

Tabla 13: Frecuencias ILE
en grupo de alto grado

Intervalo Libre Enfermedad

N Valido 49 N Valido 37

Perdidos 5 Perdidos 2
Media 345,31 Media 151,95
Mediana 270,00 Mediana ,00
Desv. Desviacién 277,517 Desv. Desviacion 240,330
Minimo 0 Minimo 0
Maximo 1203 Maximo 886

4.2.1.6.7.4.- Supervivencia libre de progresion

La supervivencia libre de progresion (SLP), definida como el tiempo transcurrido desde el primer
tratamiento en gatos que presentaron respuesta parcial (RP) o enfermedad estable (EE), hasta la
progresion local de la enfermedad o la aparicion de metéstasis, fue de 312 dias en el grupo.

-79 -



RESULTADOS

Al analizar los datos segtn el grado del tumor, se observaron diferencias en los tiempos medios de
SLP: en el subgrupo 1 de bajo grado, el valor medio fue de 381 dias, mientras que, en el subgrupo 2
de alto grado, la SLP media fue de 218 dias.

4.2.1.6.8.- Estado final de los animales del estudio

Al término del periodo de seguimiento, se recopil6 el estado clinico final de los 93 gatos incluidos en
el estudio, distribuidos segun su condicion serologica frente a FeLV/FIV (Tabla 14).

Tabla 14. ESTADO FINAL PACIENTE
FeLV/FIV
Negativo FeL/FIV _ Positivo FeL/FIV Total

Perdidos

ESTADO FINAL PACIENTE 12 2 14
Muerto con tumor 24 2 26
Muerto sin tumor 6 2 8
Vivo con tumor 17 2 19
Vivo sin tumor 23 3 26
Total 82 11 93

De los pacientes evaluados, 26 gatos (27,9%) fallecieron debido a progresion tumoral atribuida al CCE,
mientras que 8 gatos (8,6%) murieron por causas no relacionadas directamente con el tumor,
incluyendo comorbilidades como enfermedad renal crénica, patologias cardiacas o accidentes.

Catorce animales (15,1%) fueron clasificados como perdidos durante el seguimiento al no disponer de
datos posteriores al tratamiento. Del total de pacientes que permanecian vivos al cierre del estudio
(n=40; 43%), 26 gatos (28%) presentaron recuperaciéon completa (incluidos tres positivos a
FeLV/FIV), mientras que 19 animales (20,4%) mostraban signos persistentes de enfermedad. Dentro
de este ultimo grupo, dos eran positivos a FeLV/FIV. La enfermedad se consider6 estable en aquellos
casos sin evidencia de progresion, y progresiva cuando existia un crecimiento tumoral activo o
invasion local.

Estos datos reflejan una proporcion relevante de animales con buena respuesta clinica a medio y largo
plazo, especialmente en los casos en que se alcanzé la recuperacion completa. No se identificaron
diferencias destacables en cuanto al estado final entre gatos positivos y negativos a FeLV/FIV, aunque
el numero reducido de positivos limita la interpretacion de estos resultados.

4.2.1.6.9.- Evaluacion de la seguridad
4.2.1.6.9.1.- Toxicidad local

Tras la aplicacion del tratamiento con EQT combinada con bleomicina, se observaron efectos adversos
locales principalmente leves a moderados. Las manifestaciones mas frecuentes incluyeron inflamacion
de los tejidos tratados y circundantes, generalmente evidentes dentro de las primeras 24 horas
posteriores a la sesion de tratamiento. Esta inflamacion, en muchos casos, persistia durante dias o
semanas, dependiendo del tejido afectado.
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Entre los signos clinicos registrados se encontraron ulceras, edema (incluyendo obstruccion nasal y
palpebral), estornudos, formacion de costras hematicas adherentes, asi como infecciones locales leves
en zonas de mucosa con tejido desvitalizado o necrotico, el cual tendia a desprenderse entre la cuarta
y sexta semana post-tratamiento.

Con el fin de monitorizar la evolucion de estas reacciones adversas, se realizd un seguimiento
estandarizado a los 15, 30 y 45 dias posteriores al tratamiento, cuyos resultados se detallan a
continuacion:

A los 15 dias, el 86,0% de los pacientes present6 inflamacién leve, mientras que un 9,7% desarrollo
hinchazén con necrosis localizada. Solo el 3,2% no mostré signos de toxicidad local y un 1,1%
evidencid hinchazoén grave (Tabla 15).

Tabla 15: Toxicidad local a los 15 dias

Porcentaje

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
Valido Sin toxicidad 3 3,2 3,2 3,2
Inflamacion leve 80 86,0 86,0 89,2
Hinchazon/necrosis 9 9,7 9,7 98,9
Hinchazon grave 1 1,1 1,1 100,0

Total 93 100,0 100,0

A los 30 dias, se observo una mejoria significativa en la mayoria de los casos: el 84,6% de los pacientes
no presento signos de toxicidad local, mientras que un 8,8% mantuvo inflamacion leve y un 6,6%
continuaba con signos de hinchazén/necrosis (Tabla 16). Dos pacientes se perdieron en el seguimiento.

Tabla 16: Toxicidad local a los 30 dias

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
Valido Sin toxicidad 77 82,8 84,6 84,6
Inflamacion leve 8 8,6 8,8 934
Hinchazon/Necrosis 6 6,5 6,6 100,0
Total 91 97,8 100,0
Perdidos Sistema 2 2,2
Total 93 100,0

A los 45 dias, el 88,9% de los gatos ya no mostraba toxicidad local, y solo el 6,7% mantenia
inflamacion leve. La proporcion de animales con hinchazén/necrosis se redujo al 4,4% (Tabla 17).
Tres pacientes no fueron evaluables en este punto.
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Tabla 17: Toxicidad local a los 45 dias

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
Valido Sin toxicidad 80 86,0 88,9 88,9
Inflamacion leve 6 6,5 6,7 95,6
Hinchazon/Necrosis 4 4,3 4.4 100,0
Total 90 96,8 100,0
Perdidos Sistema 3 32
Total 93 100,0

4.2.1.6.9.2.- Efectos adversos sistémicos
4.2.1.6.9.2.1.- Efectos adversos grupo tratado EQT/bleomicina

En relacion con los andlisis sanguineos realizados durante el seguimiento, los pacientes no presentaron
alteraciones hematologicas significativas. En aquellos animales positivos al virus de la
inmunodeficiencia felina (FIV) que presentaban anemia leve, se tratd de una alteracion secundaria
esperable, sin cambios relevantes atribuibles al tratamiento.

En cuanto a los efectos sistémicos, no se observaron eventos clinicamente significativos en el grupo
tratado con EQT/bleomicina en monoterapia. Los efectos adversos méas comunes fueron leves y
autolimitados, incluyendo vémitos esporadicos, diarrea leve y alopecia incipiente.

En lo que respecta a la anorexia o hiporexia, ésta se presentd mayoritariamente en gatos con lesiones
localizadas en el plano nasal, donde la inflamaciéon post-tratamiento producia obstruccion de las
narinas y anosmia transitoria, afectando negativamente al apetito. En estos casos, se establecieron
medidas de soporte como alimentacion suave o forzada, y en cuatro pacientes fue necesario colocar un
tubo esofagico de alimentacion durante un periodo de 7 a 14 dias. En contraste, en gatos con
localizaciones tumorales diferentes (periocular, auricular, peripalpebral o labial), no se observd
pérdida del apetito.

En conjunto, la toxicidad sistémica asociada al tratamiento fue baja, sin que se registraran efectos
secundarios graves que comprometieran la vida de los pacientes o que obligaran a suspender el
tratamiento de forma definitiva.

4.2.1.6.9.2.2.- Efectos adversos asociados a toceranib

Un total de 17 gatos recibid tratamiento complementario con toceranib (Palladia®), en su mayoria
pertenecientes al grupo con tumores de alto grado (T3 y T4). Durante el seguimiento, se documentaron
algunos efectos secundarios sistémicos atribuibles a la administracion de este inhibidor de tirosina
quinasa. Entre los signos observados se incluyeron:

o Trastornos gastrointestinales leves: pérdida transitoria de apetito, vomitos ocasionales y diarrea
leve autolimitada en algunos pacientes.

e Alteraciones hematologicas leves: disminucion moderada de neutréfilos o plaquetas, sin
requerir interrupcion del tratamiento.
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e Letargia o disminucion del nivel de actividad, en especial en los primeros dias tras la
administracion.

En ningun caso fue necesaria la suspension definitiva del tratamiento con toceranib debido a
toxicidades graves. Los efectos secundarios fueron manejables y generalmente reversibles tras ajustes
en la pauta o medidas de soporte.

En conjunto, tanto el tratamiento local con EQT/bleomicina como el sistémico con toceranib mostraron
un perfil de seguridad aceptable, con efectos adversos controlables y sin evidencia de toxicidades
limitantes en esta poblacion felina.

4.3.- Fase 111

4.3.1.- Casos clinicos tratado con EQT/bleomicina en otras neoplasias y/o especies.

La eleccion de la especie felina como modelo principal para la evaluacion de la eficacia de la EQT, se
fundamenta en la elevada prevalencia de CCE en gatos, especialmente en regiones anatdmicas
expuestas a radiacion solar como la nariz, los parpados y las orejas. Esta neoplasia representa una de
las formas mas frecuentes de lesiones malignas cutaneas en gatos, lo que permite trabajar con una
muestra representativa y con suficiente tamafio poblacional para extraer conclusiones significativas.

Complementariamente, en este apartado del estudio se ha incluido una serie de casos clinicos
correspondientes a otras especies animales (como caninos y aves), asi como a neoplasias localizadas
en regiones anatdmicas complejas o con otros tipos histologicos distintos al CCE. En todos estos casos,
la aplicacion de EQT con bleomicina se consideré como una opcién terapéutica viable, ya sea como
tratamiento unico o adyuvante, dado que la cirugia radical no era factible, o bien porque su realizacion
podia conllevar secuelas funcionales graves o limitaciones estéticas inaceptables.

La recopilacion y andlisis de estos casos permiten ampliar la perspectiva sobre las posibles
indicaciones de la EQT en medicina veterinaria, evaluando su versatilidad, tolerancia y eficacia mas
alla del modelo felino y del CCE, y sentando las bases para su aplicacion en otros contextos clinicos.

4.3.1.1.- Carcinoma de células escamosas en halcon peregrino (Falco peregrinus)

Tras el diagnostico de carcinoma de células escamosas y la exclusion de la cirugia (dado que una de
las lesiones comprometia estructuras funcionales vitales del ala, lo que habria impedido el vuelo), se
decidi6 emplear electroquimioterapia (EQT) con bleomicina como alternativa terapéutica.

Después de la primera sesion, la lesion del lado derecho (pared lateral de la cavidad celomica) presentd
una reduccion aproximada del 90 % en la profundidad, con desaparicion de la exposicion muscular y
formacion de tejido de granulacion, lo que contribuy6 al control de infecciones secundarias. En
contraste, la lesion izquierda (region axilar) mostrd progresion local, manifestada por la aparicion de
una nueva ulcera.

Noventa dias més tarde se efectud una segunda sesion siguiendo el mismo protocolo. La lesién derecha
evidencié una mejora adicional en la profundidad, aunque con un discreto aumento en la superficie
afectada. No se registraron signos de dolor, pérdida de apetito ni efectos adversos sistémicos durante
el tratamiento.
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A lo largo del seguimiento, el ave mantuvo buen estado general, apetito conservado, comportamiento
normal y plena capacidad de vuelo. La supervivencia alcanzo los 455 dias desde el inicio de la terapia.
No se detectaron metastasis ni en las evaluaciones radiologicas de control ni en la necropsia practicada
tras su muerte, ocurrida por accidente y no relacionada con el proceso neoplasico.

La EQT fue bien tolerada y demostr6 eficacia en el control local de la lesion mas invasiva, prolongando
la supervivencia y preservando la calidad de vida del paciente.

4.3.1.2.- Condroma en mandibula canina

Se diagnostic6 un condroma osteolitico en una perra Bull Terrier de 10 afios, localizado en la
mandibula rostral, con una evolucion clinica de mas de dos afios caracterizada por crecimiento lento.
La masa tumoral provocaba ulceracion de la mucosa oral, sangrado recurrente y dificultad en la
masticacion, con desviacion del bolo alimenticio. Los estudios de diagndstico por imagen evidenciaron
destruccion 6sea moderada.

Tras la aplicacion de electroquimioterapia (EQT) con bleomicina, se establecié un protocolo de
seguimiento clinico que consistid en controles semanales durante el primer mes, posteriormente cada
15 dias, y una radiografia de control a las ocho semanas. Ademas, se realizaron seguimientos
telefonicos con el propietario a los tres y seis meses posteriores al tratamiento.

La evolucion clinica fue favorable. Desde la primera semana se observo una reduccion marcada del
sangrado, menor edema y recuperacion del apetito. En los dias siguientes se produjo necrosis
superficial del tejido tumoral, con una disminucion progresiva del volumen de la masa. A los 2,5 meses
se alcanz6 una restauracion casi completa del contorno mandibular. A los seis meses de seguimiento
no se detectaron signos de recidiva clinica ni alteraciones funcionales, y tanto los controles
radiograficos como los andlisis hematoldgicos permanecieron dentro de los parametros fisiologicos.

El tratamiento fue bien tolerado, sin efectos adversos locales ni sistémicos relevantes. La EQT permitié
preservar la funcidon masticatoria y evitar procedimientos quirurgicos invasivos en una paciente
geriatrica, con una recuperacion satisfactoria y buena calidad de vida tras el tratamiento.

4.3.1.3.-Carcinoma de células escamosas del tercer parpado felino

En el seguimiento clinico de ambos gatos tratados con una tnica sesion de electroquimioterapia (EQT)
con bleomicina, se observo una respuesta completa, con desaparicion macroscopica de las lesiones y
preservacion de la funcionalidad del globo ocular. La remisioén se mantuvo entre 540 y 930 dias, sin
evidencia de recidiva local ni de metastasis en los controles realizados.

Los efectos adversos fueron minimos, limitdndose a una inflamacion periocular leve y transitoria
durante la primera semana posterior al procedimiento. No se registraron complicaciones oftalmicas,
toxicidad sistémica ni alteraciones en el estado general, apetito o peso corporal.

La EQT constituyé una alternativa terapéutica eficaz, minimamente invasiva y no mutilante, que
permitid mantener la integridad anatémica del globo ocular y preservar la funcion visual a largo plazo.

4.3.1.4.- Plasmocitomas extramedulares en 2 pacientes caninos.

Ambos pacientes recibieron una Unica sesion de electroquimioterapia (EQT). Se observo una reaccion
local leve caracterizada por edema y presencia de tejido desvitalizado transitorio, que se resolvio sin
complicaciones. En uno de los casos se registrd una ligera dificultad para la ingesta de alimentos

-84 -



RESULTADOS

solidos durante los primeros dias, por lo que se indicd una dieta blanda temporal. No se produjeron
secuelas funcionales relevantes.

A las dos semanas del tratamiento se evidencidé una inflamacidon moderada con areas de necrosis
superficial autolimitante, que remitieron de forma completa en un plazo de ocho semanas.

El seguimiento a largo plazo revel6 ausencia de recidiva local y de metéstasis durante 703 dias en el
primer paciente y 575 dias en el segundo. En ambos casos se mantuvo un estado general adecuado,
con apetito conservado, comportamiento normal acorde a la edad, y sin alteraciones hematoldgicas ni
radioldgicas en los controles periddicos. Los dos animales mantuvieron buena calidad de vida durante
todo el periodo de observacion.
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5.- DISCUSION

El carcinoma de células escamosas (CCE) felino es una neoplasia epitelial maligna de
comportamiento localmente invasivo, que afecta con frecuencia a areas poco pigmentadas
o con escasa cobertura pilosa. Aunque la exposicion crénica a radiacion ultravioleta
constituye un factor predisponente bien reconocido, no es el unico determinante, ya que
también intervienen variables individuales como la edad, el fenotipo y la respuesta
inmunologica (Parreira y Keglevich, 2005; Bellei et al., 2006; Daleck et al., 2008).

En este contexto, la identificacion temprana de lesiones cutaneas compatibles con
cambios actinicos, queratosis o lesiones erosivo-costrosas persistentes resulta
fundamental para establecer diagnosticos precoces y ofrecer opciones terapéuticas con
mayor potencial curativo. Sin embargo, en la practica clinica habitual, dichas lesiones
suelen pasar inadvertidas o son subestimadas, tanto en medicina humana como
veterinaria, lo que retrasa el abordaje y facilita la progresion hacia formas invasivas
(Tejera-Vaquerizo et al., 2016).

El tratamiento estandar del CCE en gatos continta siendo la reseccion quirurgica amplia,
pero no siempre es factible debido a la localizacién anatomica, el tamafio tumoral o la
negativa del propietario a aceptar procedimientos mutilantes como la nosectomia o la
enucleacion ocular. En este sentido, la electroquimioterapia (EQT) se perfila como una
alternativa terapéutica prometedora, capaz de inducir respuestas locales significativas con
un perfil de seguridad favorable, incluso cuando se emplea como monoterapia. Diversos
estudios en medicina veterinaria avalan su eficacia en neoplasias cutdneas y orales, tanto
benignas como malignas, con tasas variables de respuesta completa y parcial, y escasos
efectos secundarios (Cemazar et al., 2008; Tozon et al., 2021). Sin embargo, la mayoria
de estas investigaciones se han realizado en grupos reducidos de pacientes, lo que limita
la extrapolacion de los resultados.

5.1.- Datos demograficos

En el grupo 2 donde se evalud el mayor nimero de gatos (n=93) diagnosticados con CCE
de origen solar, la edad media fue de 9,4 afios, con predominio de individuos geriatricos,
lo cual coincide con la literatura, que indica una mayor incidencia de CCE en gatos de
edad avanzada debido a la acumulacion de dafio actinico a lo largo del tiempo (Ruslander
et al., 1997; Vail et al., 1998; Simci¢ et al., 2021). No se observaron diferencias
significativas en cuanto al sexo, lo que sugiere que el riesgo de desarrollo de CCE en
felinos no parece estar influido por esta variable, resultado que concuerda con estudios
previos (Murphy, 2013). La predominancia de gatos de raza Comtn Europeo (96,8 %)
refleja tanto la composicion de la poblacion felina general como la mayor exposicion de
estos animales a ambientes exteriores, lo que incrementa el riesgo de exposicion cronica
a radiacion UV (Vail, y Withrow, 2007). Asimismo, los patrones de pelaje mas
frecuentes, especialmente el blanco so6lido y el bicolor con blanco, han sido ampliamente
relacionados con una mayor fotosensibilidad. Los gatos de pelo blanco y areas de escasa
densidad pilosa, tienen 13.4 veces mas riesgo de desarrollar CCE que otros de color (Dorn
y Taylor, 1971). Aunque en principio los gatos de cualquier raza y sexo podrian verse
afectados, las razas de pelo largo como los Persas, estin mas protegidos, ya que tienen
una mejor cobertura (Murphy, 2013).
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En cuanto a la distribucion geogréfica, los casos procedieron mayoritariamente de Gran
Canaria, seguida de Tenerife y Fuerteventura, ello esté relacionado con la accesibilidad a
centros de referencia veterinaria. La inclusién de animales procedentes de protectoras y
su posterior adopcidn sugiere un potencial beneficio social del tratamiento, al mejorar la
adoptabilidad de animales que previamente se considerarian no viables por razones
oncoldgicas.

5.2.- Localizacion de los CCE y caracteristicas histologicas

Los CCE de origen solar en los gatos se presentan casi exclusivamente en la region de la
cabeza (Murphy, 2013; Prado et al., 2017), no asi en otras especies, como la canina, cuya
presentacion mas frecuente es region de los flancos, abdomen y/o extremidades
(Thomson, 2007; Wilcox et al., 2019; de Castro et al., 2023). Otros tipos de carcinomas
descritos en gatos, como el CCE cutaneo multicéntrico, presenta diversas localizaciones,
como en el tronco, extremidades, digitos y/o cabeza (Baer y Helton, 1993). El pelo hace
de barrera a las radiaciones UV, por ello, en los gatos, el CCE de origen solar, tiene como
localizacidon mas frecuente el plano nasal, parpados y orejas (Dorn et al., 1971; Tozon et
al., 2014; Spugnini et al., 2015). En nuestro estudio, observamos en el 54,8% de los gatos
tuvieron como Unica presentacion el plano nasal, siendo ésta la localizacion mas
frecuente; la combinacidon de plano nasal junto con otras zonas, como labios, sienes,
parpados, orejas, mejilla, labio y/o filtrum, en un 14% mas, es decir, el plano nasal estuvo
afectado en el 68,8% de los casos. Asi mismo, se observé en un 8,6% casos la presencia
de lesiones en los parpados, siendo la segunda localizacidon tnica mas observada. Estos
hallazgos de presentacion, en especial la referida al plano nasal, es la presentacion
habitual més frecuente recogida en la literatura veterinaria (Ruslander ez al., 1997; Vail y
Withrow, 2007; Spugnini et al., 2009).

Aungque el estudio histopatologico es considerado el gold standard para el diagnodstico de
CCE, en este trabajo se admitieron algunos casos diagnosticados por citologia. Esta
decision se basd en criterios clinicos y diagnosticos fundamentados, las citologias
resultaron altamente sugestivas de CCE, concordantes con la localizacion y presentacion
clinica, y existian limitaciones practicas. Las células neoplasicas pueden mostrar una
amplia variedad de caracteristicas morfoldgicas indicativas de malignidad, como
pleomorfismo celular, cariomegalia y figuras mitdticas, que suelen ser mas prominentes
en las neoplasias poco diferenciadas. En el estudio histopatoldgico de los CCE bien
diferenciados es posible identificar fendmenos de queratinizacidon caracteristicos, como
las denominadas “perlas de queratina” (Goldschmidt, 2016), hallazgo que no se observa
en las muestras citologicas. Si bien el estudio histopatoldgico constituye el método
diagnostico definitivo, la citologia ha demostrado ser una herramienta util en numerosos
trabajos, especialmente como apoyo en la toma de decisiones terapéuticas en casos con
alta sospecha clinica (MacNeill, 2011; Sim¢i¢ et al., 2021). Sus ventajas radican en la
rapidez, menor invasividad y bajo coste, lo que la convierte en una opcién viable en
contextos donde se requiere iniciar el tratamiento sin demora o cuando existen
limitaciones econdmicas. Sin embargo, la presencia de inflamacidon secundaria y la
imposibilidad de evaluar margenes quirtrgicos limitan su fiabilidad como unico criterio
diagnostico.

5.3.- Metastasis
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El CCE puede aparecer como una lesion proliferativa o erosiva. Estos tumores son
generalmente invasivos a nivel local durante un largo periodo de tiempo, de meses a afios,
con lo que habitualmente tardan en producir metastasis (Ruslander et al., 1997; Murphy,
2013). Excepcionalmente, se han reconocido casos con lesiones mas agresivas en gatos
que crecen rapidamente, que se asocian a un subtipo histolégico mdas agresivo,
caracterizado por contar con un potencial de invasion linfatica estromal (Rodriguez-
Guisado ef al., 2021). Las metastasis a linfonodos locales y pulmonares puede ocurrir en
tumores poco diferenciados o avanzados. Practicamente, es una maxima que tiene lugar
en la mayoria de los procesos oncolédgicos, y que también pudimos constatar en aquellos
casos mas graves o invasivos como los pacientes con grados T3 y T4, que desarrollaron
metastasis, mientras que este proceso estuvo ausente en los casos categorizados dentro
del grado mas leve (T1). En su conjunto, la metastasis se presenté en un 8,5% de los
casos, a pesar de que se considera un tumor que raramente produce una diseminacion de
células tumorales (Lana et al., 1997), confirmando la mayor incidencia de este fendmeno
en Canarias, que ya apuntaban estudios previos (Rodriguez-Guisado et al., 2021).

Los resultados obtenidos destacan la relevancia de una estadificacion precoz acompafniada
de un control clinico estricto, fundamental para identificar de manera oportuna eventuales
procesos de diseminacion, en particular en pacientes con neoplasias extensas o de
comportamiento invasivo. Por otro lado, la falta de asociacion significativa entre la
positividad retroviral y la presencia de metéstasis sugiere que las infecciones por FeLV y
FIV no actuarian como factores predisponentes directos en la progresion metastdsica, al
menos dentro de los pardmetros de esta cohorte evaluada.

5.4.- Tratamientos

Los CCE que afectan la region facial de los gatos pueden ser muy invasivos localmente.
La respuesta al tratamiento va a depender del grado de invasion, y es mas favorable para
las lesiones en estadios bajos que para los tumores mas avanzados (Vail y Withrow, 2007;
Tozon et al., 2014).

5.4.1.- Crioterapia/Criocirugia

La crioterapia ha sido una herramienta terapéutica utilizada durante afios en el manejo del
CCE de origen actinico en gatos, especialmente cuando las lesiones se ubican en el plano
nasal. Su aplicacion fue inicialmente bien recibida debido a su bajo costo, accesibilidad
y sencillez técnica, aspectos particularmente valorados en entornos con recursos
limitados.

En una investigacion realizada por Clarke (1991), se trataron 90 gatos con lesiones
nasales mediante criocirugia, logrando tasas de remision del 84 % al afio y del 81 % a los
tres anos. Sin embargo, muchos de los casos requirieron varias intervenciones para
alcanzar estos resultados. A pesar de estos hallazgos iniciales prometedores, estudios
posteriores, como el de Lana et al. (1997), reportaron una elevada frecuencia de
recurrencias locales, con hasta un 73 % de recaidas, lo que ha generado que se cuestione
la eficacia sostenida de este tratamiento a largo plazo.

En consonancia con estos estudios, nuestros resultados mostraron también una alta tasa
de recidiva (76,4 %) en los pacientes tratados con crioterapia, siendo ésta aplicada como
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unica modalidad terapéutica. La remision completa (RC) se logr6 unicamente en el 47 %
de los casos, la mayoria de ellos clasificados como T1. El intervalo medio de respuesta
fue de apenas 57,8 dias, lo que sugiere un control local de corta duracion. Ademads, un
23,5 % de los animales permanecieron en enfermedad estable (EE), mientras que un
29,5 % evolucionaron a enfermedad progresiva (EP), lo cual limita notablemente la
utilidad de esta técnica en lesiones de mayor tamafio o grado.

Estos datos refuerzan la idea de que la criocirugia puede ser eficaz en lesiones pequenas
y poco invasivas, pero su éxito estd fuertemente condicionado por una adecuada seleccion
del paciente, considerando variables como el tamafio tumoral, la profundidad de
infiltracion y la localizacion anatomica. Como sefialan Prado et al. (2017), el control
adecuado del tiempo de congelacion, el nimero de ciclos aplicados y los cuidados
postoperatorios son determinantes en la evolucion clinica del paciente.

Pese a sus limitaciones, la crioterapia continia siendo una opciéon valida en ciertos
escenarios clinicos, especialmente cuando el acceso a recursos tecnoldgicos es limitado.
Esta técnica se beneficia de requerir equipamiento basico y de poder aplicarse sin
necesidad de anestesia general prolongada, lo que la hace accesible en muchas clinicas
veterinarias. Sin embargo, su principal inconveniente es la elevada tasa de recurrencias,
observada sobre todo en lesiones con un diametro superior a 4 mm o margenes imprecisos
(Thomson, 2007). Por ello, su utilizacion deberia enfocarse principalmente como un
abordaje paliativo o complementario, mas que como un tratamiento definitivo en casos
de CCE en etapas avanzadas.

5.4.2.- Cirugia

La escision quirtrgica ha sido tradicionalmente considerada una de las modalidades
terapéuticas mas eficaces para el control local del carcinoma de células escamosas (CCE)
en gatos, especialmente cuando se logra una reseccion completa con margenes limpios.
Diversos estudios han demostrado que tanto la cirugia radical como la radioterapia
ofrecen mejores tasas de control y supervivencia, siempre que se respeten margenes
oncolégicos adecuados (Withrow y Straw, 1990; Schmidt et al., 2001; Melzer et al.,
2006).

No obstante, la eficacia tedrica de la cirugia contrasta frecuentemente con su viabilidad
clinica. La ubicacion anatomica de la mayoria de estos tumores (plano nasal, region
maxilar, parpados y otras areas faciales), implica procedimientos quirdrgicos que pueden
resultar en deformaciones estéticas importantes, secuelas funcionales considerables y una
potencial disminucidn de la calidad de vida del paciente. Este impacto, tanto fisico como
emocional, contribuye a que muchos tutores rechacen esta opcion, pese a su potencial
curativo (Hendrick et al., 1995; Moore y Ogilvie, 2001; Vail y Withrow, 2007; Hauck,
2013).

Tradicionalmente, la nosectomia (reseccion completa del plano nasal) fue considerada el
estandar terapéutico en tumores bien delimitados de esa region. Sin embargo, en la
actualidad se cuestiona su papel como primera linea de tratamiento, no so6lo por sus
secuelas estéticas y funcionales, sino también porque existen alternativas menos
invasivas. En este contexto, la toma de decisiones terapéuticas deberia considerar no solo
la extension y el grado tumoral, sino también factores como el tipo de paciente, la
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posibilidad de manejo postquirurgico, el impacto emocional en los tutores y, muy
especialmente, el efecto global sobre la calidad de vida del animal (Murphy, 2013; Sim¢ic¢
et al., 2021; Tellado et al., 2022).

5.4.3.- Quimioterapia

Se ha descrito la posibilidad de la utilizacion de quimioterapia intralesional con
carboplatino, con una tasa de respuesta completa de aproximadamente del 70%, y
recurrencia local en aproximadamente el 30% de los casos (Theon et al., 1996). La
bleomicina aplicada como tnico agente, ha mostrado ser poco efectiva en este tipo de
tumores, pero en aquellos casos que se ha investigado su combinacion con otras técnicas
como la electroquimioterapia (EQT), ha mostrado un control prometedor en muchos
casos (Spugnini et al., 2015).

Aun son escasos los estudios dirigidos hacia las tirosin-kinasas en gatos con CCE. En los
ensayos clinicos que han probado inhibidores de esta enzima en el CCE felino, como el
imatinib y/o el toceranib, los resultados han sido contradictorios (Zagar y Schmidt, 2023);
e incluso en algunos casos no se ha observado efectividad, como en el uso de masitinib
en el CCE oral felino (Lachowicz et al, 2005). Por el contrario, en un estudio
retrospectivo aplicando toceranib con y sin antinflamatorios no esteroideos, se observo
una tasa de respuesta biologica del 56,5% en un grupo de 23 gatos. Ademas, los gatos que
recibieron toceranib mostraron una mayor supervivencia (123 dias) comparado con los
gatos que no recibieron la terapia. Sin embargo, los resultados a largo plazo (un afo),
fueron decepcionantes, ya que solamente sobrevivieron solo el 6,5% de los animales
(Wiles et al., 2017). En otro ensayo clinico, en el que se utilizé una terapia multimodal
que incluia reseccion quirurgica, radioterapia adyuvante y toceranib para el CCE del saco
anal, se logr6 una supervivencia libre de progresion de 236 dias (Kopke et al., 2021).

En esta linea de investigacion, algunos estudios han demostrado los efectos inhibidores
que desarrollan EGFR y HER2 (expresion de receptores del factor de crecimiento
epidérmico humano) en lineas celulares de CCE felino (Gray et al., 2017), si bien se
necesita mas investigacion para evaluar la eficacia de estos inhibidores en modelos in
vivo y en el entorno clinico.

5.4.4.- Electroquimioterapia (EQT)

La EQT ha emergido en los ultimos afios como una alternativa terapéutica prometedora,
especialmente indicada en aquellos casos en los que la cirugia no es viable o resulta
inaceptable para los tutores del paciente. Esta técnica ha ganado un creciente interés en
medicina veterinaria durante la ultima década, dado que numerosos estudios han
comenzado a documentar resultados alentadores en el control local y la resolucion de
diversos tipos tumorales. Los datos publicados hasta la fecha sugieren que la EQT puede
representar una herramienta eficaz, minimamente invasiva y bien tolerada para el manejo
de ciertos tumores s6lidos en animales de compaiiia (Tozon et al., 2014; Spugnini et al.,
2015; Sim¢i¢€ et al., 2021; De Castro Cunha et al., 2023; Diop et al., 2024).

5.4.4.1.- Bleomicina combinada con EQT

La bleomicina es un agente quimioterapéutico cuya accion citotoxica se relaciona
principalmente con su capacidad para provocar rupturas en el ADN, lo que interfiere con
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la replicacion celular y desencadena apoptosis en células tumorales. Este mecanismo de
dafo genético guarda similitudes con el efecto inducido por la radioterapia (Pinard ef al.,
2012; Spugnini et al., 2016; Spugnini et al., 2019; Tounekti et al., 1993). En los
protocolos convencionales de EQT, la bleomicina se administra antes de aplicar los
pulsos eléctricos, los cuales generan una permeabilizacion transitoria de la membrana
celular, facilitando la entrada del farmaco al interior de las células (Spugnini et al., 2015;
Sim¢ic€ et al., 2021). Este procedimiento ha demostrado mejorar el control local del tumor,
aunque su impacto sobre la enfermedad metastasica sigue siendo limitado.

En el presente estudio, evaluamos la eficacia y seguridad de la EQT en el tratamiento del
CCE felino, asi como en otros tipos tumorales, utilizando bleomicina como agente
quimioterapico. La EQT se aplico en combinacion con este firmaco, con el objetivo de
valorar si la administracion simultdnea potenciaba su eficacia en comparacion con su uso
aislado, tal como sugieren estudios previos (Spugnini ef al., 2015).

Este enfoque se basa en la premisa de que la aplicacion de campos eléctricos genera una
permeabilizacion transitoria y reversible de la membrana celular, fendmeno conocido
como electroporacion, que facilita la entrada de moléculas hidrofilicas como la
bleomicina al interior de las células tumorales. Se ha estimado que esta técnica puede
aumentar la captacion intracelular de determinados fairmacos en hasta 1000 veces (Probst
etal., 2018), lo cual podria traducirse en una mayor eficacia citotdxica y, en consecuencia,
un mejor control local del tumor.

Dado que tanto estudios preclinicos como clinicos han demostrado que la aplicacion de
pulsos eléctricos sin quimioterapia no tiene un efecto antitumoral significativo (Spugnini
et al., 2015), no se consider?d incluir en este estudio un grupo control tratado tinicamente
mediante electroporacion, ya que ello no aportaria valor clinico ni ético en el contexto del
disefio propuesto.

La dosis de bleomicina administrada es uno de los elementos determinantes en la
efectividad del tratamiento. En una investigacion que evalué dos concentraciones
distintas, Dos Anjos et al. (2020) reportaron una tasa de respuesta global del 72%, que
incluia tanto respuestas completas como parciales. Ademas, se observo enfermedad
estable en el 18,6% de los casos y progresion en el 9,3%. Los tiempos libres de
enfermedad fueron similares entre ambas dosis (210 y 240 dias), lo que sugiere que
concentraciones mas bajas podrian mantener una eficacia comparable, reduciendo al
mismo tiempo el riesgo de toxicidad.

En la mayoria de los estudios realizados en gatos con CCE cuténeo, las dosis empleadas
de bleomicina oscilan entre 15 y 30 mg/m? (Spugnini et al., 2012; Tozon et al., 2014;
Spugnini et al., 2015; Diop et al., 2024). Recientemente, tanto en medicina veterinaria
como humana, se ha propuesto el uso de dosis reducidas (como 10.000 Ul/m?), que
parecen mantener una eficacia comparable a las dosis estandar (Groselj et al., 2017; Dos
Anjos et al., 2020).

En el presente estudio se optd por emplear la dosis estandar més baja de bleomicina
(15.000 Ul/m?), decision basada en los resultados obtenidos en los primeros casos
tratados, donde se observo un control tumoral satisfactorio acompanado de una baja
incidencia de efectos adversos. Estos hallazgos respaldan el uso de dicha dosis como una
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estrategia inicial segura y eficaz, especialmente en contextos clinicos donde se busca
minimizar la toxicidad sin comprometer la efectividad terapéutica.

5.4.4.2.- Respuestas a la EQT

En nuestra serie de 93 gatos (grupo 2) diagnosticados con CCE, la EQT mostr6é una
elevada tasa de respuesta inicial, con un 90,3 % de pacientes que presentaron regresion
tumoral en el primer mes. Sin embargo, esta eficacia decrecio6 con el tiempo: al tercer mes
la respuesta global se redujo al 75,9 %, y a los seis meses, solo el 59,4 % mantenian
respuesta, mientras que el 26,1 % presentaban progresion de la enfermedad (EP).

Desde una perspectiva clinica, la pérdida de respuesta terapéutica observada podria estar
condicionada por diversos factores, entre los cuales destaca la reexposicion al principal
agente etiologico: la radiacion ultravioleta. Varios de los pacientes incluidos en el estudio
continuaron residiendo en entornos sin modificaciones significativas en sus habitos de
exposicion solar ni en el uso de medidas de fotoproteccion. Esta situacion podria haber
favorecido tanto la recurrencia local como la aparicion de nuevas lesiones. Estos
hallazgos refuerzan la importancia de incorporar recomendaciones ambientales y de
manejo post-tratamiento como parte integral del protocolo terapéutico, especialmente en
regiones con altos niveles de radiacion solar.

Nuestros datos son comparables con los publicados por Sim¢i€ et al. (2021) en un estudio
multicéntrico que incluy6 61 gatos tratados con EQT, en el que se inform6 una tasa de
respuesta global del 96,7 %. Sin embargo, es importante destacar que dicho estudio se
centrd en las respuestas iniciales tras la primera sesion, sin detallar la evolucion a medio
o largo plazo, ni la recurrencia de las lesiones. La comparacion directa entre estudios
sigue siendo dificil debido a diferencias metodologicas, como los criterios de inclusion,
la estadificacion tumoral, la duracion del seguimiento o el manejo ambiental de los
pacientes.

Diversos estudios han respaldado la eficacia de la EQT combinada con bleomicina en el
tratamiento del CCE felino, incluso en localizaciones complejas como la cabeza o el plano
nasal. Spugnini et al. (2009) reportaron una tasa de control completo del 77,7 % en 9
gatos tras tres afios de seguimiento, mientras que Tozon ef al. (2014) observaron una
respuesta completa en el 81,8 % de los 11 gatos tratados, aunque las recidivas fueron mas
frecuentes en tumores avanzados (T4). De forma similar, Spugnini et al. (2015)
obtuvieron una respuesta global del 89 % en un grupo mas amplio de 47 gatos con CCE
periocular y otros tumores avanzados, con un periodo medio libre de enfermedad de 30,5
meses. Estos resultados, aunque procedentes de muestras limitadas, coinciden con los
hallazgos de nuestro estudio.

Varios estudios sobre EQT en CCE felino han centrado su analisis en lesiones de entre
0,5 y 3 cm, correspondientes generalmente a estadios T1 o T2. Sin embargo, son escasos
los trabajos que abordan especificamente la eficacia de esta terapia en tumores mas
avanzados o agresivos (Spugnini et al., 2009; Tozon et al., 2014). Esta limitacion puede
explicar por qué la tasa de remision completa tiende a disminuir cuando se incluyen
pacientes con estadios mas altos. Asi lo evidencié Spugnini et al. (2015), donde se
observd una tasa de respuesta completa del 44,6% en casos de CCE perioculares
avanzados, mientras que en estudios con tumores en estadios mas tempranos las tasas
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ascendieron hasta el 81,8%. En conjunto, la literatura coincide en que la respuesta al
tratamiento estd fuertemente influenciada por el grado de invasion y el tamafio tumoral,
lo que resalta la importancia de una adecuada estratificacion clinica para interpretar los
resultados (Spugnini et al., 2009; Tozon et al., 2014; Sim&i€ et al., 2021).

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la eficacia de la EQT como tratamiento inicial del
CCE felino, particularmente en estadios tempranos. No obstante, evidencian la
importancia de un seguimiento clinico estrecho, la monitorizacion de posibles recidivas,
y la implementaciéon de estrategias preventivas para mitigar los factores de riesgo
persistentes que pueden comprometer la durabilidad de la respuesta terapéutica.

5.4.4.3.- Sesiones de EQT

En este estudio, la mayoria de los pacientes (72 %) requirié Uinicamente una sesion de
electroquimioterapia (EQT), lo cual coincide con lo reportado en investigaciones previas,
donde se ha observado que una sola aplicacion puede ser suficiente en numerosos casos
(Spugnini et al., 2015; Dos Anjos et al., 2020; Simci¢ et al., 2021). Las sesiones
adicionales se indicaron en aquellos gatos que presentaron una respuesta parcial, ausencia
de respuesta inicial o recidiva tras haber alcanzado una respuesta completa.

La necesidad de multiples sesiones en algunos pacientes (28 %) mostré una asociacion
significativa con la extension tumoral, siendo més comun en los estadios T3 y T4. Este
hallazgo refuerza la idea de que la eficacia del tratamiento no solo depende de las
caracteristicas biologicas del tumor, sino también de su tamafio y profundidad. Estudios
previos han descrito patrones similares, sefialando que en tumores de gran volumen o con
infiltracion profunda, la EQT puede requerir aplicaciones repetidas o combinadas para
lograr un control adecuado (Mir et al., 2006; Tozon et al., 2014). Asimismo, se observo
que el tamano tumoral se correlaciona con la aparicion de efectos adversos, lo que sugiere
que, a mayor masa tumoral, mayor es la complejidad del manejo clinico y la probabilidad
de requerir multiples intervenciones.

De manera concordante, el estudio multicéntrico de Sim¢i€ et al. (2021) reportd que el
63,9 % de los gatos fueron tratados con una sola sesion de EQT, mientras que el 36,1 %
necesito sesiones adicionales, ya sea por recurrencia local o para consolidar la respuesta
inicial. Estos datos respaldan la eficacia de una tnica sesion en muchos casos, pero
también subrayan la importancia de adaptar el tratamiento a la evolucion clinica
individual de cada paciente.

Uno de los principales retos al comparar estos resultados con los de otros estudios radica
en la escasa estratificacion de los pacientes segin el estadio tumoral. Muchas
investigaciones incluyen muestras pequefias y presentan los resultados de forma
agregada, sin distinguir entre casos iniciales y avanzados (Tozon et al., 2014; Diop et al.,
2024). Esta heterogeneidad limita la posibilidad de establecer conclusiones sélidas sobre
la eficacia relativa del nimero de sesiones requeridas.

Otro aspecto que dificulta la comparacion entre estudios es la variabilidad en los periodos
de seguimiento. En algunos trabajos, los resultados se reportan unicamente hasta la
obtencion de una respuesta positiva, sin evaluar la duracion de dicha respuesta ni la
aparicion de recidivas a largo plazo (Spugnini et al., 2009; Tozon et al., 2014; Spugnini
et al., 2015; Dos Anjos et al., 2020). Esta falta de uniformidad metodolégica pone de
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manifiesto la necesidad de establecer protocolos mas estandarizados, que incluyan
criterios homogéneos de evaluacion y tiempos de seguimiento claramente definidos.

5.4.4.4.- Gatos testados frente a FeLV/FIV

En otros estudios clinicos sobre EQT para el tratamiento del CCE en gatos, es habitual
excluir a pacientes positivos a los virus de leucemia felina (FeLV) o de inmunodeficiencia
felina (FIV). La razon principal de esta exclusion radica en que ambos virus comprometen
el sistema inmunologico de los gatos, lo que puede afectar la respuesta al tratamiento y la
capacidad de recuperacion. Ademas, la presencia de estas infecciones puede influir en la
progresion de la neoplasia y en la aparicion de complicaciones adicionales (Hartmann,
2011), lo que dificulta la evaluacion precisa de la eficacia y seguridad de la EQT en un
entorno de estudio controlado.

Se han realizado investigaciones que respaldan la relevancia de estos virus en la oncologia
felina, destacando la importancia de los avances en programas de vacunacion y deteccion,
que han reducido significativamente la prevalencia de FeLV y, en consecuencia, su
impacto como agente oncogénico en la poblacion felina (Poli et al., 1994; Levy et al.,
2006).

La relacion entre ciertos virus y el desarrollo de neoplasias en gatos ha sido ampliamente
documentada, destacando especialmente el virus de la leucemia felina (FeLV). Este
retrovirus, altamente patogeno, ha sido historicamente uno de los principales responsables
de la aparicion de linfomas y leucemias en la especie felina. Su mecanismo oncogénico
se basa, en gran medida, en la insercion del genoma viral en proximidad a oncogenes
celulares, como el myc, lo que conduce a su sobreexpresion y favorece una proliferacion
celular desregulada (Westman et al., 2022).

Por su parte, el FIV también estd asociado con un mayor riesgo de cancer en gatos. Los
gatos positivos a FIV tienen una probabilidad cinco veces mayor de desarrollar linfomas
o leucemias en comparacion con los gatos no infectados. En estos casos, los linfomas
suelen ser de células B, y se ha sugerido que el impacto del virus en la oncogénesis es
indirecto, promovido principalmente por la hiperplasia cronica de células B y la supresion
inmunitaria que compromete la vigilancia tumoral. Ademas de los linfomas, el FIV se ha
relacionado con CCE, fibrosarcomas y mastocitomas (Hartmann, 2011; Beczkowski y
Beatty, 2022).

En general, se recomienda esterilizar a estos gatos, evitar o reducir el acceso al exterior y
las peleas con otros gatos (evitar o impedir la propagacion del virus); y no vacunarlos de
leucemia felina sin antes asegurarse de que son negativos, ya que puede activarse la
enfermedad (Hartmann, 2011).

En el presente estudio se incluyé un grupo de 11 gatos positivos a FeLV y/o FIV
(subgrupo 3) diagnosticados CCE, seleccionados por ser pacientes asintomaticos, con
tumores mayoritariamente de bajo grado y con pardmetros hematologicos dentro de los
rangos normales. De los siete animales que pudieron ser evaluados hasta los 180 dias tras
el tratamiento con EQT, cuatro alcanzaron una respuesta completa, dos presentaron
progresion de la enfermedad y uno fue eutanasiado por causas asociadas a su estado
clinico. Ninguno de ellos desarrolld6 metéstasis, y tuvieron un tiempo medio de
supervivencia de 417 dias, similar a los gatos no infectados.
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Aunque el nimero de casos fue reducido, la evolucion clinica observada indica que los
gatos FeLV/FIV positivos, siempre que se encuentren clinicamente estables y presenten
CCE de bajo grado, pueden responder favorablemente a la EQT, mostrando resultados
comparables a los registrados en pacientes seronegativos. Esta respuesta favorable podria
atribuirse, en parte, a la localizaciéon predominantemente superficial del tumor en la
mayoria de los casos, lo que reduce la influencia directa de la inmunosupresion viral sobre
la progresion neoplasica o la eficacia del tratamiento. En este contexto, la EQT se perfila
como una alternativa terapéutica viable incluso en pacientes inmunocomprometidos,
siempre que su estado clinico general permita tolerar el procedimiento.

5.4.4.5.- EQT/bleomicina con toceranib

Hasta el momento, no se han publicado estudios en gatos que evaluen terapias
multimodales que incluyan la combinacion de EQT/bleomicina, toceranib y
antiinflamatorios no esteroideos. En nuestro estudio, este enfoque terapéutico se aplico a
un subgrupo de pacientes con tumores de mayor grado, siendo tratados 17 gatos con esta
triple combinacion (subgrupo 4).

Durante las primeras semanas de seguimiento, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las tasas de respuesta entre los gatos tratados con
toceranib y aquellos que no recibieron este firmaco. No obstante, al evaluar los resultados
a los 180 dias, se evidencié una tendencia hacia una mayor proporcion de respuestas
completas o parciales en el grupo que recibid toceranib, asi como un incremento en la
supervivencia media. Este patron es consistente con lo reportado en estudios previos
realizados en otras especies o tipos tumorales, donde el uso de toceranib ha demostrado
beneficios tanto en el control de la enfermedad como en la prolongacion del intervalo
libre de progresion (Wiles et al., 2017).

Si bien el nimero de casos incluidos ain es limitado para establecer conclusiones
definitivas, los resultados preliminares sugieren que la incorporacion de toceranib podria
potenciar los efectos terapéuticos de la combinacion EQT/bleomicina, especialmente en
neoplasias de comportamiento mas agresivo. Estos hallazgos subrayan la necesidad de
realizar estudios adicionales con un mayor tamafio muestral, que permitan validar la
eficacia y seguridad de esta estrategia terapéutica multimodal en gatos con CCE en
estadios avanzados.

5.4.4.6.- Analisis de supervivencia.

En cuanto a los datos de supervivencia, nuestro estudio incluyd un seguimiento de hasta
tres afios en algunos casos, lo que permitié analizar la evolucion a largo plazo segun el
grado tumoral. Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el grado tumoral
constituye un factor pronostico determinante en la supervivencia de los gatos con CCE
tratados mediante EQT combinada con bleomicina. La clasificacion de los casos segun la
OMS en dos grandes grupos (bajo grado: T1-T2; alto grado: T3-T4) permiti6 identificar
diferencias claras y estadisticamente significativas en la supervivencia, lo que estd en
linea con observaciones previas en oncologia veterinaria (Spugnini et al., 2006; Tozon et
al., 2014; Sim¢i¢ et al., 2021).

En concreto, los gatos con tumores de bajo grado mostraron una supervivencia media
significativamente mayor, 893 dias, frente a los 440 en el grupo de alto grado. Este

-95-



DISCUSION

hallazgo refuerza la hipdtesis de que los tumores mas localizados y de menor tamafio
responden mejor al tratamiento y permiten un mayor control de la enfermedad a largo
plazo, como ya sugerian varios estudios anteriores (Spugnini et al., 2015; Diop et al.,
2024).

Ademas, el hecho de que el 81,6% de los casos con tumores de bajo grado permanecieran
censurados (vivos al final del seguimiento), en contraste con el 55,6% en el grupo de alto
grado, subraya la relevancia clinica del estadio tumoral en la evolucion del paciente. Este
patron progresivo de peor prondstico en tumores mas avanzados también ha sido descrito
por otros autores (Spugnini et al., 2009; Wiles et al., 2017).

5.4.4.7.- Tasas de respuesta al tratamiento.

Al finalizar el periodo de estudio, el 57% de los gatos seguian vivos, con un tiempo medio
de supervivencia (TMS) de 439 dias. Al desglosar por grado tumoral, los gatos con
tumores de bajo grado presentaron un TMS estimado de 523 dias, mientras que los de
alto grado alcanzaron los 326 dias.

Los resultados obtenidos en este estudio superan de forma notable los reportados en el
trabajo multicéntrico de Simcic et al. (2021), en el cual solo el 23 % de los animales
permanecian con vida al finalizar el seguimiento (14 de 61 casos), con una mediana de
supervivencia de 286 dias, un intervalo libre de enfermedad (ILE) de 136 dias y una
supervivencia libre de progresion (SLP) de 65,5 dias. En contraste, los datos aqui
presentados muestran mejoras sustanciales: una mayor tasa de supervivencia global (57 %
frente a 23 %), un ILE mas prolongado (297 frente a 136 dias) y, de manera destacada,
una SLP considerablemente superior (312 frente a 65,5 dias).

Estas diferencias podrian estar relacionadas con diversos factores, entre ellos una
seleccion mas rigurosa de los casos, la aplicacion de un protocolo terapéutico mas
uniforme, la incorporacion de terapias combinadas en tumores de comportamiento mas
agresivo y un seguimiento clinico mas estrecho. No obstante, para confirmar estos
hallazgos y establecer su aplicabilidad clinica, serd necesario llevar a cabo estudios
adicionales con un mayor tamafio muestral y criterios metodologicos mas estrictos.

En cuanto a las recurrencias, en nuestro estudio se observo una tasa global del 32,2 %
entre los pacientes que habian alcanzado una respuesta completa (RC), diferenciandose
en un 17,6 % para las lesiones de bajo grado y un 52,8 % en las de alto grado. Estos
valores son superiores a los reportados en otros estudios. Por ejemplo, Sim¢ic ez al. (2021)
registraron una tasa de recurrencias del 22,5 % tras RC, mientras que Tozon et al. (2014)

informaron solo un 18 %, y Spugnini ef al. (2009) documentaron recurrencia local en 2
de los 9 gatos tratados (22,2 %).

Tal como hemos observado, estas recurrencias pueden deberse a la persistencia de células
neoplésicas residuales que no fueron completamente eliminadas durante el tratamiento, y
que progresaron con el tiempo. Asimismo, la exposicion solar cronica y continuada,
especialmente en gatos con acceso al exterior, podria haber contribuido a la aparicion de
nuevas lesiones en la misma localizacion. Un factor limitante para confirmar estas
hipotesis es la negativa habitual de los tutores a realizar nuevas biopsias tras el
tratamiento, lo que impide verificar la presencia de enfermedad residual de forma
histopatologica.
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5.4.4.8.- Evaluacion de la seguridad: Toxicidad local y sistémica.

En el presente estudio se evaluaron los efectos adversos, tanto locales como sistémicos,
asociados al uso de EQT con bleomicina en gatos diagnosticados con CCE. La mayoria
de los pacientes (86 %) presentd una inflamacion leve durante los primeros 15 dias
posteriores al tratamiento, mientras que un 9,7 % desarroll6 edema o necrosis localizada,
y solo un 1,1 % experimentd hinchazon severa. Estos efectos fueron considerados
esperables, en concordancia con el mecanismo de accion de la EQT, y coinciden con lo
reportado por Spugnini et al. (2015) y Tozon et al. (2015), quienes identificaron la
inflamacion, el eritema y la necrosis superficial como las reacciones adversas mas
frecuentes tras la aplicacion de esta técnica.

En este estudio, la toxicidad local fue evaluada mediante una escala subjetiva de seis
puntos. El 86% de los gatos se clasificaron con toxicidad leve (<2), mientras que el 9,7%
mostrd grados mas severos (>2), especialmente en zonas altamente vascularizadas o
moviles como parpados o plano nasal. En estos casos, se observaron ulceras, formacion
de costras adheridas, infecciones locales leves y necrosis de tejidos desvitalizados, con
tiempos de recuperacion de hasta 4-6 semanas. En 4 pacientes, la inflamacion nasal severa
dificulto la alimentacion, requiriendo la colocacion de sondas esofagicas, practica que no
fue mencionada en estudios anteriores (Spugnini et al., 2015; Tozon et al., 2015, Sim¢i¢
et al., (2021), pero que se considera util en medicina veterinaria para mantener el soporte
nutricional (Zoran, 2005; Chan, 2020).

En este estudio se analizaron los efectos adversos locales y sistémicos asociados al uso
de EQT con bleomicina en gatos diagnosticados con CCE. En relacion con el dolor
provocado por las contracciones musculares inducidas por los pulsos eléctricos, este fue
minimo, gracias al uso de anestesia general y bloqueos locales, lo que favorecio el confort
del paciente y permitié un manejo adecuado de la inflamacion postoperatoria.

Simcic et al. (2021) observaron un perfil de toxicidad local mas severo, con un 49 % de
los casos presentando necrosis profunda o pérdida de tejido, especialmente en tumores de
gran tamafio o cuando se utilizaron pardmetros eléctricos mas intensos. En contraste, los
parametros eléctricos empleados en el presente estudio (1000—-1300 V, pulsos de 100 ps,
frecuencia de 47-63 Hz) mostraron un perfil de seguridad mas favorable, con menor
incidencia de complicaciones graves.

Desde el punto de vista sistémico, la bleomicina fue bien tolerada. Los efectos
secundarios registrados fueron leves, incluyendo vomitos, diarrea y anorexia, los cuales
podrian estar mas relacionados con la inflamacion local o con anosmia secundaria que
con toxicidad directa del farmaco. No se detectaron alteraciones hematologicas ni
bioquimicas relevantes, lo que coincide con los hallazgos de Tozon et al. (2015) y
Spugnini et al. (2015), quienes también destacaron la baja incidencia de toxicidad
sistémica tras la administracion intravenosa de bleomicina.

v —

explorado el uso de doxorrubicina como alternativa terapéutica, especialmente en
combinacion con pulsos eléctricos de nanosegundos a alta frecuencia (1 MHz). Esta
técnica ha demostrado una permeabilizacion celular eficiente con menor dafio térmico.
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Sin embargo, dichos protocolos aun no han sido implementados en la practica clinica
veterinaria, lo que abre nuevas lineas de investigacion para el futuro.

Por otro lado, en los pacientes tratados con toceranib, no se observaron efectos adversos
significativos. Aunque existen pocos estudios en gatos, los disponibles (Holtermann et
al., 2019; Zagar y Schmidt, 2023) indican que se trata de un farmaco generalmente bien
tolerado.

En conjunto, los resultados obtenidos respaldan la seguridad y tolerabilidad del
tratamiento con EQT combinada con bleomicina en gatos con CCE. La toxicidad local
observada fue manejable, mientras que los efectos sistémicos fueron minimos.

5.5.- Electroquimioterapia en otros tipos de tumores y especies

El haber podido aplicar la electroquimioterapia (EQT) en una muestra amplia y
representativa de casos de CCE felino nos ha permitido adquirir un conocimiento mas
profundo sobre su uso, manejo y respuesta clinica. Esta experiencia ha servido como base
para extrapolar su aplicacion a otros tipos de tumores y especies, donde la casuistica es
mucho mads limitada y la posibilidad de reunir grandes cohortes resulta dificil. Asi, el
presente trabajo no solo aporta evidencia en el contexto especifico del CCE felino, sino
que también ha contribuido al desarrollo y consolidacién de protocolos terapéuticos
aplicables a otros escenarios clinicos menos frecuentes.

5.5.1.- Carcinoma de células escamosas (CCE) en halcon peregrino (Falco peregrinus)

Eluso de la electroquimioterapia (EQT) se considera una buena opcidn para tratar muchos
tipos de tumores en animales y humanos. En medicina veterinaria, especificamente en el
campo de la oncologia en animales exdticos, se ha descrito el tratamiento de diversos
tumores epiteliales en diferentes especies. Estas especies incluyen periquitos australianos
(Melopsittacus undulatus) (Lanza et al., 2019), cacatas ninfa (Nymphicus hollandicus)
(Racnik et al., 2019), hurones (Mustela putorius furo) (Racnik et al., 2017), tortugas
(Trachemys scripta scripta) (Lanza et al., 2015), reptiles (Pogona vitticeps) (Doneley et
al., 2022) y erizos australianos (Atelerix albiventris) (Spugnini et al., 2018).

Hasta la fecha, no hemos encontrado en la literatura ningtin otro caso de CCE tratado con
EQT en halcon peregrino (Falco peregrinus). Dado que este tipo de terapia no suele
producir efectos secundarios (a diferencia de la quimioterapia convencional), puede
utilizarse con seguridad en animales exoticos, aunque no se han establecido protocolos
de dosificacion, descrito efectos secundarios ni estandarizado las sesiones;
extrapolandose todo de lo que se hace en perros y gatos.

Si bien es cierto, que en especies exoticas se utiliza principalmente cisplatino intratumoral
(Racnik ef al., 2019), también se ha empleado bleomicina, por lo que seria interesante
evaluar la respuesta del cisplatino en aves rapaces ante este tipo de lesiones. En algunos
casos, en otras especies de aves, incluido el que se describe aqui, la bleomicina mostr6
mejores resultados (Racnik ef al., 2019).

En el caso descrito, la cirugia no result6 viable debido al tamafio y a la extension del
tejido afectado. Se optd, por tanto, por un abordaje orientado al control local de la
enfermedad y a la prolongacion de la supervivencia. Este enfoque permitié una reduccion
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significativa de la profundidad de la lesion, aunque no consiguié un control completo a
nivel superficial, lo que derivé en una progresion localizada de la enfermedad. No
obstante, esta evolucion no comprometi6 la capacidad de vuelo del ave.

Se requieren mas estudios en esta especie para profundizar en los efectos de la técnica y
optimizar pardmetros como las dosis, la periodicidad y el numero de sesiones.

5.5.2.- Condroma mandibular canino

El condroma mandibular en perros es una neoplasia de comportamiento benigno, pero su
localizacion y crecimiento progresivo pueden generar alteraciones funcionales
significativas (Milli et al., 1990; Thompson y Poll, 2002). En el caso que abordamos, la
masa tumoral afectaba la region rostral de la mandibula, comprometiendo la alimentacién
y causando dolor, ulceracion y sangrado.

Una de las principales ventajas clinicas de la electroquimioterapia (EQT) reside en su
abordaje minimamente invasivo. A diferencia de la cirugia tradicional en estos casos,
como la hemimandibulectomia, el procedimiento no requiere incisiones mayores,
extirpacion extensa de tejido ni esfuerzos reconstructivos (Moretti ef al., 2022). Esto la
hace especialmente util para mantener la integridad estructural y funcional de la cavidad
oral, reduciendo el riesgo de complicaciones postoperatorias que interfieran con la
alimentacion y la bebida. En comparacion con la radioterapia (Sonis ef al., 2004), la EQT
evita efectos adversos, como mucositis, xerostomia y retraso en la cicatrizacion de las
heridas, lo que proporciona un periodo de recuperacion mas favorable para los pacientes.

Aunque la EQT no puede revertir la lisis dsea existente, si puede lograr el control local
de la enfermedad y contribuye significativamente al alivio del dolor. La evidencia en
oncologia humana ha demostrado que la EQT puede reducir notablemente el dolor
asociado a tumores, especialmente en pacientes con osteosarcoma (Campanacci et al.,
2021). Se cree que este beneficio se debe tanto a la reduccion del volumen tumoral como
a la atenuacion de los procesos inflamatorios locales y puede extrapolarse razonablemente
a pacientes veterinarios que padecen tumores orales con afeccion Osea.

5.5.3.- Carcinoma de células escamosas del tercer parpado felino

La aplicacion de EQT como monoterapia para el carcinoma de células escamosas (CCE)
del tercer parpado en dos gatos demostré ser eficaz y segura en una localizacion
anatomicamente compleja, donde la cirugia tradicional suele implicar enucleacion o
resecciones amplias (Spugnini, 2015; Diop et al., 2024). Los resultados se alinean con la
tendencia actual hacia tratamientos conservadores y oOrgano-especificos, tanto en
oncologia veterinaria como en medicina humana. La combinacién de bleomicina
sistémica e intratumoral pudo haber favorecido las respuestas consistentes y sostenidas
observadas.

Ademas del efecto citotoxico directo, la EQT puede inducir respuestas inmunogénicas
que contribuyan al control tumoral a largo plazo. En comparacion con otras terapias no
quirargicas, como la plesioterapia o la terapia fotodinamica (Bailey, 2023; Sebbag y Pe'er,
2024). la EQT ofrece la ventaja de requerir una sola sesién y proporcionar intervalos
libres de enfermedad més prolongados. Estos hallazgos respaldan la inclusion de la EQT
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dentro de las opciones terapéuticas en oncologia ocular felina y justifican la necesidad de
futuros estudios prospectivos.

3.6.4.- Plasmocitomas extramedulares en pacientes caninos

Los plasmocitomas extramedulares (PEM) son neoplasias poco frecuentes en perros, de
bajo potencial metastasico, pero con riesgo de recurrencia si la reseccion es incompleta.
El tratamiento estandar es la cirugia con amplios margenes, pero en localizaciones orales
o labiales puede requerir procedimientos radicales y mutilantes (Kupanoff, 2006;
Withrow et al., 2012; Rawicka et al., 2022).

En los dos casos descritos, se empled la electroquimioterapia (EQT) como tratamiento
adyuvante tras la reseccion incompleta. Una unica sesion con bleomicina y
electroporacioén consiguid la remision clinica completa y mantenida, sin recidiva local
durante seguimientos prolongados (703 y 575 dias). Estos resultados coinciden con
estudios previos que documentan altos porcentajes de control local (70-94%) y
supervivencias superiores a un afio en tumores similares tratados con EQT (Cunha et al.,
2017; Ramos et al., 2024).

A pesar del bajo potencial metastasico de los PEM, se recomienda un seguimiento a largo
plazo, especialmente en casos con margenes incompletos o indicadores histologicos de
agresividad (p. ej., indice mitdtico alto o anisocariosis) (Gupta et al., 2014). Los PEM se
diferencian del mieloma multiple (MM) debido a su falta de afectacion de la médula 6sea
y caracteristicas sistémicas (Clark et al., 1992; Wright et al., 2008). No obstante, casos
raros pueden progresar a MM, lo que justifica una vigilancia continua (Rawicka et al.,
2022).
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6.- CONCLUSIONES:

1.

10.

En las condiciones de nuestro trabajo, la crioterapia ha sido eficaz en CCE felino
de pequefio tamafio y diagndstico temprano; sin embargo, incluso combinada con
cirugia, los tumores infiltrativos han presentado una alta tasa de recidivas, y su
uso no ha resultado adecuado en regiones anatdmicas sensibles, como el plano
nasal.

El CCE felino de origen solar de nuestros casos ha presentado baja frecuencia de
metastasis (8,6 %), asociada a tumores de alto grado, sin relacion con el estado
retroviral.

La EQT con bleomicina se ha mostrado eficaz y segura, con buenos resultados
estéticos y funcionales, observandose una mayor recuperacion en tumores de bajo
grado (71%) que en alto grado (38 %).

La EQT control6 el CCE de los casos de nuestro estudio en el 72 % de los gatos
con una Unica sesion, aunque en tumores avanzados fueron necesarias sesiones
adicionales.

Los gatos FeLV/FIV positivos, clinicamente estables y que presentaban tumores
de bajo grado, pudieron beneficiarse de la EQT en condiciones similares a los no
infectados.

La combinaciéon de EQT con bleomicina y toceranib, ha mostrado resultados
preliminares prometedores en tumores de alto grado de nuestro estudio,
apreciandose un mayor control del tumor (46% vs 27%).

La EQT con bleomicina ha mostrado altas tasas de supervivencia (893 dias),
prolongados intervalos libres de enfermedad (345 dias) y mayor supervivencia sin
progresion (381 dias), especialmente en tumores de bajo grado, evidenciando un
efecto relevante sobre el pronostico de la enfermedad.

Las recurrencias fueron significativamente mas frecuentes en los tumores de alto
grado (52,8 %) frente a los de bajo grado (17,6 %), confirmando el valor
pronostico del grado tumoral.

La mayoria de los gatos de nuestro estudio toler6 adecuadamente la EQT, sin
presentar efectos adversos locales o sistémicos de relevancia, por lo que la
consideramos una técnica alternativa segura, incluso en pacientes geriatricos.

Con el protocolo seguido en nuestro estudio, la EQT ha demostrado ser una
herramienta terapéutica minimamente invasiva, muy versatil y util, aplicable en
otras especies y tipos tumorales; habiéndose obtenido resultados prometedores en
casos clinicos complejos o con riesgos elevados en terapias convencionales como
CCE en halcon peregrino, condroma mandibular canino, CCE del tercer parpado
en gatos y plasmocitomas extramedulares caninos.
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7.- RESUMEN

La presente tesis tuvo como objetivo principal evaluar la eficacia y seguridad de
la electroquimioterapia (EQT) con bleomicina en el tratamiento del carcinoma de células
escamosas (CCE) localizado en la region cefalica de gatos, particularmente en areas de
dificil abordaje quirtrgico como el plano nasal, maxilar y. El estudio incluy6 una muestra
representativa de 93 gatos y el seguimiento se extendi6 hasta 1095 dias, lo que permitid
valorar no solo la respuesta clinica inmediata, sino también la evolucion a medio y largo
plazo, incluyendo recurrencias, supervivencia y calidad de vida postratamiento. Los
resultados obtenidos en este estudio confirman que la EQT con bleomicina es una técnica
eficaz y bien tolerada para el tratamiento del CCE en gatos. Se alcanz6 una tasa de
remision completa del 59 % en el total de pacientes, con un prondstico particularmente
favorable en tumores de bajo grado, donde la tasa de remision ascendio al 71 %. Ademas,
se registraron niveles bajos de toxicidad sistémica y los efectos adversos locales fueron,
en su mayoria, leves o moderados, y pudieron ser controlados eficazmente mediante
cuidados postoperatorios adecuados.

La supervivencia media global fue de 737 dias, con una diferencia significativa entre los
grupos segun el grado tumoral: 893 dias en pacientes con tumores de bajo grado frente a
440 dias en aquellos con tumores de alto grado. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa, segun el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, lo que refuerza el valor
pronostico del grado tumoral y la utilidad de la EQT como estrategia terapéutica en casos
seleccionados. Ademas, se observo que los gatos FeLV/FIV positivos también pueden
beneficiarse del tratamiento, siempre que se encuentren clinicamente estables. Asimismo,
se explor6é un enfoque terapéutico multimodal, combinando la EQT con toceranib en
tumores mads agresivos o infiltrativos, con una tendencia a mejores tasas de respuesta y
una supervivencia media més prolongada.

El presente estudio también permitié analizar el impacto del grado tumoral sobre la
recurrencia y la supervivencia, evidenciando una asociacion significativa entre tumores
de mayor grado y un prondstico menos favorable. En términos de tolerancia al
tratamiento, se confirmd la buena aceptacion del protocolo de EQT con bleomicina,
siendo necesaria la implementacion de soporte nutricional, como sondas esofagicas,
unicamente en casos puntuales, particularmente en pacientes con afectacion nasal
extensa. Asimismo, los hallazgos refuerzan el potencial de la EQT como herramienta
terapéutica en oncologia veterinaria mas alla del ambito felino. La experiencia clinica
acumulada y el desarrollo técnico alcanzado durante este trabajo han permitido extender
con éxito la aplicacion de la EQT a otras especies y tipos tumorales, a pesar de las
limitaciones impuestas por el bajo nimero de casos en muchos de estos contextos. Se han
documentado resultados alentadores en el tratamiento de carcinoma de células escamosas
en halcon peregrino (Falco peregrinus), condroma mandibular canino, CCE del tercer
parpado en gatos y plasmocitomas extramedulares en caninos. Estos casos respaldan el
valor de la EQT como una alternativa terapéutica versatil y minimamente invasiva,
especialmente util en situaciones donde la cirugia no es viable o compromete estructuras
anatomicas funcionales.

En conclusion, este estudio no solo consolida el papel de la EQT como tratamiento de
eleccion en determinados casos de CCE en gatos, sino que también amplia su proyeccion
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dentro de la oncologia veterinaria. La evidencia obtenida respalda su aplicacion en
distintas especies, destacando su capacidad para equilibrar la eficacia oncoldgica con la
preservacion del bienestar animal. Este enfoque clinico integrador refuerza el valor de la
EQT como una herramienta terapéutica versatil, segura y minimamente invasiva en
contextos donde las opciones convencionales pueden ser limitadas o inadecuadas.

SUMMARY

This thesis aimed to evaluate the efficacy and safety of electrochemotherapy (ECT) using
bleomycin in the treatment of squamous cell carcinoma (SCC) located in the cephalic
region of cats, particularly in areas where surgical access is challenging, such as the nasal
plane, maxilla, and eyelids. The study included a substantial cohort of 93 feline patients
and follow-up extended up to 1095 days, allowing for the assessment of not only short-
term responses but also long-term outcomes, including recurrence, survival, and post-
treatment quality of life.

The findings of this study confirm that ECT is an effective and well-tolerated therapeutic
approach, achieving complete remission in 59% of the overall feline cohort, with notably
higher success rates observed in low grade tumors (up to 71%). The treatment was
associated with a low incidence of systemic toxicity, and local adverse effects were
predominantly mild to moderate in severity, manageable through appropriate post-
treatment care. The median overall survival was 736 days, with a statistically significant
advantage for cats diagnosed with low-grade tumors (893 days compared to 440 days) in
high grade cases, as demonstrated by Kaplan—Meier survival analysis. Notably, the study
also found that FeLV/FIV-positive cats can benefit from ECT, provided they are
clinically stable. A multimodal therapeutic approach, combining ECT with toceranib in
more aggressive or infiltrative tumors, was also explored and showed a trend toward
better response rates and improved medium-term survival. The s tudy further underscored
the significant correlation between tumor grade and clinical outcome, demonstrating that
higher grade tumors are associated with increased recurrence rates and reduced survival
times. The treatment protocol was generally well tolerated, with only a small number of
cases requiring nutritional support, such as esophageal feeding tubes, primarily in patients
with extensive nasal involvement. Importantly, this research highlights the broader
potential of ECT as a therapeutic modality in veterinary oncology beyond feline
squamous cell carcinoma (SCC). The technical expertise and clinical insights gained
throughout this study facilitated the successful application of ECT in other tumor types
and species, despite the inherent limitations posed by small case numbers. Promising
outcomes have been documented in cases such as SCC in peregrine falcons (Falco
peregrinus), mandibular chondromas in dogs, third eyelid SCCs in cats, and
extramedullary plasmacytomas in canines. These findings reinforce the value of ECT as
a versatile, minimally invasive therapeutic option, particularly in scenarios where surgical
intervention is not feasible or may compromise critical anatomical structures.

In conclusion, this work not only supports the use of ECT as a first line treatment in
selected cases of feline SCC, but also paves the way for its broader integration into
veterinary oncology. Its ability to balance effective tumor control with the preservation
of animal welfare positions ECT as a promising tool in the management of complex
oncological cases across species.
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ANEXO

() RESENA DE LOS PACIENTES grupo 2 (Frecuencias edad, sexo,
raza, capa)

Tabla 1: Estadisticos

EDAD
N Valido 93
Perdidos 0
Media 9,44
Desviacion 4,156
Minimo 2
Maximo 20

Tabla 2: Frecuencia y porcentajes de la edad (aios)

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado

Valido 2 2 2,2 2,2 2,2
8 3 3,2 3.2 54
4 4 4,3 4,3 9,7
5 10 10,8 10,8 20,4
6 7 7,5 7,5 28,0
7 7 7,5 7,5 35,5
8 8 8,6 8,6 44,1
9 5 5,4 5,4 49,5
10 15 16,1 16,1 65,6
11 5 54 54 71,0
12 8 8,6 8,6 79,6
13 3 3,2 3.2 82,8
14 4 4,3 4,3 87,1
15 4 4,3 4,3 91,4
16 1 1,1 1,1 92,5
17 3 3,2 3.2 95,7
18 1 1,1 1,1 96,8
19 2 2,2 2,2 98,9
20 1 1,1 1,1 100,0
Total 93 100,0 100,0
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Tabla 3: Sexo de los gatos

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido  Hembra 45 48,4 48,4 48,4
Macho 48 51,6 51,6 100,0
Total 93 100,0 100,0
Tabla 4: Capa de los gatos
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido blanco 23 24,7 24,7 24,
bicolor B/G 19 20,4 20,4 45,
bicolor B/N 27 29,0 29,0 74,
tricolor/calico 13 14,0 14,0 88,
crema 11 11,8 11,8 100,
Total 93 100,0 100,0

Tabla 5: Localizacion de las lesiones carcinomatosas

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
plano nasal 51 54,8 54,8 54,8
plano nasal, mejilla 1 1,1 1,1 55,9
plano nasal, 1 1,1 1,1 57,0
parpado, oreja
plano nasal, orejas 3 3,2 3,2 60,2
plano nasal, 2 2,2 2,2 62,4
parpado, sienes
plano nasal, labio, 1 1,1 1,1 63,4
barbilla
plano nasal, labio 4 4,3 4,3 67,7
plano nasal, sienes 1 1,1 1,1 68,8
orejas, sienes 4 4,3 4,3 73,1
parpado, sienes 1 1,1 1,1 74,2
labios 1 1,1 1,1 75,3
auricular 4 4,3 4,3 79,6
orejas, parpado 2 2,2 2,2 81,7
parpado 8 8,6 8,6 90,3
invasion nasal y 2 2,2 2,2 92,5

bucal
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parpado, mejilla 1 1,1 1,1 93,5
invasion auricular 1 1,1 1,1 94,6
barbilla 2 2,2 2,2 96,8
mandibular 3 3.2 3,2 100,0
Total 93 100,0 100,0

Tabla 6: Casos diagnosticados con biopsias y/o citologias

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido Biopsia y citologia 13 14,0 14,0 14,0
Biopsia 60 64,5 64,5 78,5
Citologia 20 21,5 21,5 100,0
Total 93 100,0 100,0

Tabla 7: Vias administracion bleomicina en cada grupo del grado tumoral

QUIMIOTERAPICO USADO

BLIV +
Bleomicina IV intratumoral Total
Grado tumor segun OMS Tumor < 2cm 22 3 25
Tumor entre 2-5cm 20 11 31
Tumor > 5¢cm 10 19 29
Tumor invasivo 2 6 8
Total 54 39 93

Tabla 8: Respuestas segun grado del tumor control post- EQT 30 dias

Recuento
CONTROL EQT 30 dias
Recuperacion Recuperacion Enfermedad = Enfermedad
Eutanasia completa parcial estable progresiva Total
Grado Tumor < 2cm 0 14 11 0 0 25
tumor Tumor entre 2- 0 12 17 0 0 29
5cm
Tumor > 5cm 2 4 19 2 1 28
Tumor invasivo 1 2 5 3 0 11
Total 3 32 52 5 1 93
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Tabla 9: Respuestas segun grado del tumor control post-EQT 90 dias
Recuento

CONTROL EQT90 dias

Recuperacién Recuperacion Enfermedad = Enfermedad

Eutanasia completa parcial estable progresiva Total
Grado Tumor < 2cm 0 22 1 0 1 24
Tumor entre 2- 1 19 0 2 4 26
5cm
Tumor > 5cm 1 7 10 1 6 25
Tumor invasivo 0 1 3 3 1 8
Total 2 49 14 6 12 83

Tabla 10: Respuestas segun grado del tumor control post-EQT 180 dias
Recuento

CONTROL EN 180 DIAS

Recuperacion  Recuperacion  Enfermedad Enfermedad

Eutanasia completa parcial estable progresiva Total
Grado  Tumor < 2cm 0 17 1 0 4 22
Tumor entre 2-5cm 1 14 0 2 6 23
Tumor > 5cm 1 5 3 2 7 18
Tumor invasivo 1 1 0 3 1 6
Total 3 37 4 7 18 69

Tabla 11: control a los 30 dias post-EQT con y sin Toceranib en tumores de alto
grado

CONTROL EQT 30 dias

Recuperacion = Recuperacion Enfermedad Enfermedad

Alto grado Eutanasia completa parcial estable progresiva  Total
TRATAMIENTO No 3 5 13 1 1 23
recibieron
Toceranib
Recibieron 0 1 11 4 0 16
Toceranib
Total 3 6 24 5 1 39

-129-



ANEXO

Tabla 12: control a los 90 dias post-EQT con y sin Toceranib en tumores de alto grado

CONTROL EQT 90 dias

Recuperacion Recuperacion Enfermedad Enfermedad

Alto grado Eutanasia completa parcial estable progresiva  Total
TRATAMIENTO No recibieron 0 5 6 2 4 17
Toceranib
Recibieron 1 3 7 2 3 16
Toceranib
Total 1 8 13 4 7 33

Tabla 13: control a los 180 dias post-EQT con y sin Toceranib en tumores de alto grado

CONTROL EQT 180 dias

Recuperacion Recuperacion Enfermedad Enfermedad

Alto grado Eutanasia completa parcial estable progresiva  Total
TRATAMIENTO No recibieron 1 2 1 3 4 11
Toceranib
Recibieron 1 4 2 2 4 13
Toceranib
Total 2 6 3 5 8 24

Tabla 14: Kaplan-Meier- Resumen de casos procesados segtn el
grado del tumor

Censurado
Bajo y alto grado N total N de eventos N Porcentaje
bajo grado 49 9 40 81,6%
alto grado 36 16 20 55,6%
Global 85 25 60 70,6%

Tabla 15: Medias para el tiempo de supervivencia segiin grado del tumor
Media®

Intervalo de confianza de 95 %

Bajo y alto grado Estimacion Desv. Error Limite inferior Limite superior

bajo grado 893,444 101,792 693,931 1092,957
alto grado 440,086 50,353 341,395 538,777
Global 736,559 74,603 590,338 882,781

a. La estimacion esté limitada al tiempo de supervivencia mas largo, si esta censurado.
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Tabla 16: Resumen de procesamiento de casos con y sin toceramib

TRATAMIENTO con y sin Censurado
Bajo y alto grado Toceranib N total N de eventos N Porcentaje
bajo grado No recibieron Toceranib 48 8 40 83,3%
Recibieron Toceranib 1 1 0 0,0%
Global 49 9 40 81,6%
alto grado No recibieron Toceranib 21 7 14 66,7%
Recibieron Toceranib 15 9 6 40,0%
Global 36 16 20 55,6%
Global Global 85 25 60 70,6%

Tabla 17: Medias para el tiempo de supervivencia

Alto grado
alto grado

Media*

Intervalo de confianza de

TRATAMIENTO

cony sin Toceranib  Estimacion
No recibieron 421,261
Toceranib

Recibieron 435,947
Toceranib

Global 440,086

95 %
Desv. Limite Limite
Error inferior superior
54,320 314,794 527,728
73,768 291,362 580,532
50,353 341,395 538,777

a. La estimacion esta limitada al tiempo de supervivencia mas largo, si esta censurado.
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300,000

349,000

Desv.
Error
141,339

255,516
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