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Predavanje po pozivu

PRIMENA ELEKTROHEMOTERAPIJE U PATOLOGIJI REPRODUKTIVNIH
ORGANA KOD MALIH ZIVOTINJA

APPLICATION OF ELECTROCHEMOTHERAPY IN PATHOLOGY
OF REPRODUCTIVE ORGANS IN SMALL ANIMALS

Vladimir Magas, Ljubodrag Stanisi¢, Milo§ Pavlovi¢, Slobodanka Vakanjac,
Ivan Nestorovi¢, Milan Maleti¢, Miloje Puri¢

Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za porodiljstvo, sterilitet i
vestacko osemenjavanje, Beograd, R. Srbija

Kratak sadrzaj

Onkologija je grana medicine koja se bavi prou¢avanjem, dijagnostikom i le-
¢enjem razli¢itih oblika tumora. Kod malih Zivotinja starijih od 10 godina, oko 50%
ugine od neke maligne bolesti. Konstantno se traga za novim modalitetima sa ci-
lliem da se pronade Sto efikasnija terapija koja bi dovela do izleCenja, odnosno sto
ranije pojave remisije i produzetka kvalitetnog Zivota.

Elektrohemoterapija (ECT) predstavija lokalni tretman tumoroznih masa ko-
riste¢i kombinaciju hemoterapije i elektricnih impulsa koji povecavaju terapijski
efekat citostatika. Ova metoda se zasniva na aplikaciji kratkih impulsa visokog
napona koji se generiSu preko elektroporatora. Delovanjem elektroimpulsa celij-
skoj membrani se povecava permeabilnost za hemoterapeutike koji se aplikuju
intravenski ili intratumoralno. Najbolje rezultate pokazali su bleomicin i cisplatin.
Elektroporacijom celija tj. elektrohemoterapijom se efikasnost bleomicina uveca-
va i do 1000 puta, dok se citotoksicnost cisplatina u tumoroznom tkivu pojacava
do 80 puta.

Ova tehnika je poslednjih decenija postala znaCajna opcija u veterinarskoj
onkologiji. Danas se smatra efikasnim i sigurnim nacinom lecenja koji ne pred-
stavija samo palijativni tretman, vec ¢esto i prvi izbor terapije.

lako je hirurgija zlatni standard u le¢enju malignih bolesti, ukljucujuci i onko-
logiju reproduktivnog trakta, elektrohemoterapija predstavija u mnogo ¢emu pri-
stupacniju, povoljniju, manje invazivnu, bezbednu i delotvornu terapijski strategiju.

Kljucne reci: onkologija, elektrohemoterapija, bleomicin, cisplatin, macke,
psi
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Summary

Oncology is the branch of medicine that deals with the study, diagnosis and
treatment of various forms of tumors. In small animals older than 10 years, about
50% die from some malignant disease. There is a constant search for new moda-
lities with the aim of finding the most effective therapy that would lead to a cure,
i.e. the earlier onset of remission and prolongation of quality of life.

Electrochemotherapy (ECT) is a local treatment of tumorous masses using a
combination of chemotherapy and electrical impulses that increase the therapeu-
tic effect of cytostatics. This method is based on the application of short high-vol-
tage pulses that are generated through an electroporator. The effect of electroi-
mpulses on the cell membrane increases the permeability for chemotherapeutics
that are applied intravenously or intratumorally. Bleomycin and cisplatin showed
the best results.

Electroporation of cells ie. electrochemotherapy, the effectiveness of bleo-
mycin increases up to 1000 times, while the cytotoxicity of cisplatin in tumor tissue
increases up to 80 times.

This technique has become a significant option in veterinary oncology in re-
cent decades. Today, it is considered to be an effective and safe way of treatment,
which is not only a palliative treatment, but often also the first choice of therapy.

Although surgery is the gold standard in the treatment of malignant disea-
ses, including oncology of the reproductive tract, electrochemotherapy represents
in many respects an affordable, favorable, less invasive, safe and effective thera-
peutic strategy.

Key words: oncology, electrochemotherapy, bleomycin, cisplatin, cats, dogs

Elektrohemoterapija (ECT) je postala vec ustaljen metod lecenja koji se u
veterinarskoj medicini u Evropi sprovodi od 1997. godine. Upotreba ovog tera-
pijskog postupka u humanoj medicini je pocela klini¢kim ispitivanjem pocetkom
1990ih, dok je kao standardna terapija zazivela od 2006.godine kada su objavlje-
ni i standardizovani operativni protokoli za ECT.

Kao veterinarska procedura danas je ovaj modalitet leCenja globalno prisu-
tan, a svoj procvat dozivljava proizvodnjom relativno dostupnih veterinarskih elek-
troporatora, specifi¢no dizajniranih elektroda i organizovanjem edukacija vezanih
za primenu ove tehnike.

Hemoterapija

UobicCajene terapeutske metode za odstranjivanje primarnog tumora i invadi-
ranog okolnog tkiva su hirurgija i radioterapija. Cesto se nakon operacije primar-
nog tumora hemoterapija koristi kao dodatna metoda za odstranjivanje preostalih
kancerogenih celija, a moze se koristiti i kao metoda za redukciju tumoroznih ma-
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sa. Neretko se hemoterapija koristi i kao terapijski princip kod neoperabilnih onko-
loskih bolesti i za olak$avanje simptoma u terminalnim stadijumima.

Hemoterapija, kao jedna od metoda za leCenje tumora, podrazumeva upo-
trebu specifiCnih lekova i lekovitih supstanci koji deluju na ceo organizam u cilju
uni$tavanja tumorskih celija ili ¢elija koje su se raSirile tj. metastazirale. Citostatici
se mogu Koristiti pojedinacno ili u kombinaciji sa drugim citostaticima. Dugogodis-
nje iskustvo pokazuje da je njihovo dejstvo snaznije kada se koriste kombinovano,
jer se na taj nacin unistava vise kancerogenih celija, dok se istovremeno smanjuje
mogucnost nastanka rezistencije na odredenu vrstu hemoterapeutika i smanjuje
mogucnost pojave nezeljenih efekata.

U zavisnosti od vrste tumora, njegove lokacije i stadijuma, onkolozi ¢esto
propisuju specifiéne kombinacije kao i adekvatnu duzinu tretmana.

Lekovi koji se koriste u hemoterapiji uniStavaju ¢elije tumora koje se brzo de-
le. Prolaskom citostatika kroz €itav organizam, oni nazalost negativno uti¢u i na
normalne, zdrave, Celije koje se fizioloski brzo dele, poput ¢elija kostane srzi, ko-
rena kose i ¢elija gastrointestalnog trakta. Nezeljeni efekti se javljaju usled oste-
¢enja zdravih tkiva, i trebalo bi da nestanu posle zavrdetka tretmana i oporavka
netumorskih ¢elija.

Elektrohemoterapija

U svojim pocecima, ECT je koriS¢ena kao palijativni tretman tumora koze i
potkozja, dok se danas koristi i kao terapija izbora, sama ili u kombinacija sa dru-
gim metodama le€enja. Veliki izbor elektroda specijalno dizajniranih za veterinar-
sku i humanu medicinu, omogucio je primenu ove tehnike u svim anatomskim re-
gijama, uglavnom kod macaka, pasa, ekvida i egzota.

ECT je metoda koja predstavlja kombinaciju hemoterapije i delovanja elek-
tricnog polja, €ija se sustina sastoji u prolaznoj i reverzibilnoj propustljivosti ¢elij-
ske membrane. Ona omogucava povecanje Celijskog unosa odredenih moleku-
la, ¢ime se pojaCava njihova citotoksicna i antikancerogena efikasnost i do 1.000
puta.

Medu nekoliko klini¢ki odobrenih lekova koji su testirani i pretklini¢kim studi-
jama, bleomicin, cisplatin i kalcijum su se pokazali kao najpogodniji terapeutici za
elektrohemoterapiju u veterinarskoj medicini. Bleomicinu se daje prednost zato
Sto selektivno uniStava cCelije koje se brzo repliciraju, istovremeno Stededi zdrava
tkiva koja se ne repliciraju. Bleomicin takode indukuje odgovor imunog sistema,
a primenjuje se i lokalno i intravenski, obezbedujuci odgovarajuéu dozu u tretira-
noj regiji.

Pod uticajem elektricnog polja citotoksi¢nost cisplatina moze se povecati do
80 puta, dok se citotoksi¢nost bleomicina na ovaj na¢in moze povecati ¢ak i do
8000 puta. Najznacajnija prednost ove metode je ta Sto je za uspesSnost tretma-
nadovoljna vrlo mala koli€ina antitumorskog leka, koja bez aplikacije elektricnog
polja nema gotovo nikakvog citotoksi¢nog efekta. Samim tim se znacajno reduku-
ju i nezeljeni efekti.
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Onkoloskim pacijentima je vazno obezbediti najbolji tretman kako bi se po-
vecéale Sanse za izleCenje. Kod pazljivo odabranih pacijenata, sama ECT moze
biti veoma dobra opcija leCenja koja moze dati odli¢ne rezultate. Neretko, u veteri-
narskoj medicini pacijente dovode u vrlo uznapredovanim stadijumima onkoloskih
bolesti, sa prevelikim tumorima gde ECT nece biti efikasna. U ovakvim slu€ajevi-
ma moguce je kombinovanje ECT sa drugim modalitetima le€enja. ECT se moze
koristiti samostalno ili kao neoadjuvant, pomoc¢no sredstvo ili istovremeno leCenje
hirurSkim putem, hemoterapijom ili radioterapijom. Adekvatan izbor pacijenta na
osnovu onkoloSke situacije, kao i odgovarajuéa terapija, su klju¢ni za postizanje
dobrih rezultata. Vlasniku treba predocitikoja su realna oCekivanja od izabranog
tretmana, takode i alternative, a nakon toga treba obavezno zahtevati potpisanu
pismenu saglasnost za celokupnu proceduru.

Indikacije

U protekloj deceniji doSlo je do ekspanzije primene elektrohemoterapije u
humanoj i veterinarskoj medicini. Ova metoda je prvobitno imala za cilj da tretira
neoperabilne male povrsinske tumore ili one koji nisu pogodni za zraenje, dok
ECT danas ima mnogo Siru primenu:

1. Kozni ili potkozni tumori (primarni ili metastatski) bilo koje histologije, koji se
ne mogu na zadovoljavajuci nacin leCiti nekim drugim tretmanom (hirurgijom);
2. Primarni ili metastatski tumori koji uti¢u na kvalitet Zivota zbog krvarenja, ul-
ceracije ili bola;
3. Oralni ili nazalni tumori, kao pojedinacni tretman ili u kombinaciji sa hirurgijom;
4. Nepotpuno resecirani tumori (tumor mlecne Zlezde) ili u cilju povec¢anja Ciste
hirurS8ke margine;
5. Smanjenje obima tumora kod primarnih ili metastatskih tumora:
a. Kod pacijenata koji su pod sistemskom terapijom, za le€enje lezija koje
ne pokazuju oCekivan odgovor.
b. Kod velikih tumora pre operacije, kako bi se smanjila Sansa za pojavu re-
cidiva.
c. Kao palijativni tretman kod pacijenata bez drugih opcija le€enja.
Pre tretmana elektrohemoterapijom standardno se preporucuje:
Iskljuciti gravidne Zivotinje i Zivotinje u laktaciji zbog fetotoksicnih efekata;
Uraditi kompletnu krvnu sliku i biohemijske analize i parametre koagulacije;
Izvrsiti kardioloSki pregled i procenu anesteziolo$kog rizika;
Utvrditi histopatoloSku procenu tumora;
Proceniti stadijum bolesti (radiografija, ultrazvuk abdomena, CT i po potrebi
MRI) radi procene prisustva metastaza ili drugih komorbiditeta;
Po potrebi, analgezija;
7. Proceniti preosetljivost na bleomicin ili cisplatin i rizik kod pacijenata koji su
prethodno primali bleomicin. Maksimalna kumulativha doza za pse je 200.000
IU/m? (kod macaka jo$ nije utvrdeno).

abrw0dN -~
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Da bi se odredila najbolja strategija leCenja, neophodno je prebrojati i izmeriti
sve tumorozne lezije. Preporucuje se fotografisanje i merenje lenjirom, i to svaki
put iz istog ugla i udaljenosti.

Treba uzeti u obzir veli€¢inu tumora ali i veli€inu tretirane Zivotinje, medutim,
sama veli¢ina tumora ima uticaj na ishod leCenja. Potrebno je proceniti da li ¢e
ECT biti izvedena kao palijativna ili kurativna terapija, i proceniti broj neophodnih
tretmana.

ECT kao kurativni tretman

Tumori do 3 cm?® leCe se sa dobrim rezultatima, bez obzira na njihov oblik.
Moze se koristiti kao alternativa hirurgiji kada je tumor blizu neoperabilnih struktu-
ra, kako bi se izbegle postoperativhe komplikacije.

ECT kao palijativni tretman

ECT je veoma korisna strategija leCenja, i u ovom kontekstu povrsinski ek-
stenzivni ili veliki tumori se mogu tretirati pod uslovom da ne postoje terapijske
alternative.

Anestezija

Elektrohemoterapija se u veterinarskoj medicini obavlja u opstoj anesteziji
jer miSi¢ne kontrakcije izazvane delovanjem elektricnog impulsa mogu biti bolne i
stresne za pacijenta, dovesti do agresije izazvane bolom. Anesteti¢ka procedura
potrebna za ECT je sli€na onoj koja je potrebna za hirurSku intervenciju u istoj re-
giji. 1z tog razloga je i neophodno znanje i iskustvo anesteziologa.Upotreba lokal-
nih anestetika je takode indikovana, moze poboljSati udobnost pacijenata i sma-
njiti dozu opSteg anestetika.

Anti-inflamatorni lekovi se takode koriste tokom ili neposredno posle tretma-
na, po potrebi i narednih dana. Neophodno je ispratiti pacijenta do izlaska iz ane-
stezije tj. potpunog budenja.

Primene leka

Pre aplikacije terapije neophodno je izmeriti pacijenta, premeriti leziju i izra-
¢unati zapreminu tumora. Potrebno je obrijati podrucje koje treba tretirati radi bo-
lje vizualizacije tumora i njegovih margina. Za €iS¢enje i dezinfekciju tumora i mar-
gine mogu se Koristiti jodni rastvori. PozZeljno je da ECT elektrode budu sterilisane
prema preporukama proizvodaca. Zastita terapeuta uklju€uje obavezno noSenje
rukavica i zastitnog mantila, maske za zastitu lica i disajnih organa.
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Intravenska primena leka

Preporucuje se intravenska upotreba bleomicina bez obzira na veli€inu lezi-
je iz sledecih razloga:

a. Adekvatna distribucija i koncentracija leka je skoro uvek prisutna u tumo-
ru i njegovim marginama kod pravilnog tajminga (5-8 min.);

b. IV primena leka je sigurnija, jer ne moze do¢i do izlivanja i curenja kao
kod intratumoralne administracije;

¢. Imuni sistem je sam po sebi aktivator koji doprinosi lokalnom odgovoru
izazvanom tretmanom.

Tehnika administracije za intravensku primenu leka

Lek se primenjuje u dozi od 15.000 IU/m? BSA u bolusu (za 30-45 s), a mak-
simalna doza je ograni¢ena na 30.000 |U (odgovara 2 m? BSA). Primena elektri¢-
nog impulsa moze poceti 5-8 minuta kasnije, nakon sto je lek difundovao u tumor-
sko tkivo. Kod pacijenata sa smanjenom bubreznom funkcijom redukovati dozu
bleomicina jer se polovina primenjene doze eliminiSe putem bubrega. Neizostav-
no treba uzeti u obzir velike razlike u veli€ini i telesnoj masi veterinarskog pacijen-
ta prilikom odredivanja duzine tretmana. Preporuka je da ECT tretman kod maca-
ka i malih pasa bude 5-25 minuta, a kod velikih 8—40 minuta.

Intratumorska primena leka

Intratumorska primena je prihvatljiva za male tumore do 2 cm?®. Kod velikih
tumora ova tehnika bi bila problemati¢na, narocito kod konja i macaka. Intratumo-
ralno se aplikuju kako bleomicin, tako i cisplatin i kalcijum. Tretman elektri¢nim im-
pulsima zapoc€inje odmah nakon administracije citostatika.

Bleomicin

Preporuena koncentracija bleomicina za intratumoralnu primenu je 1.000
IU/ml, a doza je 250 1U/cm? tumora. Tumor mora biti potpuno infiltriran ukupnom
dozom manjom od one koja bi se koristila intravenskim putem. Kod egzota je in-
tratumoralni nacin pozeljniji zbog nedostatka informacija o doziranju i efektima si-
stemskog bleomicina kod ovih Zivotinja.

Cisplatin

Kada se koristi cisplatin, preporu¢ena koncentracija je 1 mg/ml, a preporu-
¢ena doza za injekciju je da se tumor ispuni sa lekom. Upotreba nize koncentra-
cije je moguca, ali zahteva pazljivo pracenje, jer pacijentu moze biti potrebno po-
novni tretman. Cisplatin je dobra opcija za le€enje konja, dok se ne preporucuje
kod macaka.
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Kalcijum

Kada se koristi kalcijum hlorid, preporu¢ena koncentracija je 9 mg/ml, u koli-
Cini polovine zapremine tumora.

Elektroporacija sa kalcijumom moZe dati dobre rezultate, uglavnom kod ma-
lih tumora, i mozZe se Koristiti kada bleomicin ili cisplatin nisu dostupni.

Tehnika administracije za intratumorsku primenu leka

Svi preparati za intratumorsku aplikaciju se aplikuju centralno, u sredinu tu-
mora, bez naglog vadenja igle i curenja leka. Uglavnhom se aplikuju kod malih tu-
mora. Do nekroze zdravog tkiva moZe dodi ukoliko se u njega infiltrira bilo koji od
navedenih terapeutika. Elektri¢ne impulse treba primeniti odmah nakon primena
leka.

Izbor elektrode, vrste elektroda i njihove prednosti

Vecina aparata za veterinarsku elektrohemoterapiju koristi dve vrste elektro-
da: igliCaste i ploCaste. Treba koristiti originalne elektrode po preporuci proizvoda-
Ca i pridrzavati se uputstva za upotrebu. Nepostovanje uputstva za sterilizaciju i
duzinu upotrebe moze znacajno smanijiti efikasnost le€enja.

Iglicaste elektrode

Kod veterinarskih pacijenata kozZa je deblja nego kod ljudi, i predstavlja ba-
rijeru koja moze ometati homogenost i intenzitet elektricnog polja koje treba da
deluje na tumor. Debljina koze, a time i elektricha impedansa koze je veoma pro-
menljiva, i zavisi od mnogo faktora: rasa, starost i deo tela.

Igliaste elektrode su uvek pozeljnije. Igle su obi¢no rasporedene u dva reda
od po tri ili Cetiri igle, udaljene 0,4-0,5 cm jedna od druge. Cela povrsina tumora
treba da bude adekvatno pokrivena tretmanom. Ukoliko je tumor deblji od duzine
igala, preporucuje se ekscizija.

Plocaste elektrode

Elektrode sa paralelnim plo¢ama su veoma korisne za le€enje povrsinskih
lezija debljine nekoliko milimetara. Dubina tretmana ovih vrste elektroda variraju u
zavisnosti od udaljenosti izmedu ploca.

Potrebno je voditi racuna o kontaktu izmedu tkiva i elektrode. Ako nije ade-
kvatan, potrebno je koristiti provodni gel za poboljSanje distribucije elektricnog po-
lia a samim tim i rezultata tretmana. Ultrazvucni gel je adekvatan jer ima sli¢nu
provodljivost kao i tretirano tkivo. Preklapanje dve susedne aplikacije, posebno u
zdravom tkivu, treba izbegavati kako ne bi izazvalo nezeljeno osteéenje tkiva ili
prekomernu nekrozu.
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Razvoj novih elektroda uti¢e na postavljanje novih standarda za procedure
koje pomeraju granice terapija zasnovanih na elektroporaciji i u mnogome dopri-
nose leCenju i ljudi i zivotinja. Vecina istrazivanja za razvoj elektroda u humanoj
medicini vrSe se na zivotinjama. Inovacije u tom smislu, kao i njihova primena, bli-
Zi su veterinarskoj onkologije nego humanoj, dajuéi veterinarskoj medicini pred-
nost i za prosirenu primenu elektrohemoterapije.

Antibiotici i analgezija posle tretmana

Antibiotici se mogu davati profilakticki ili terapeutski, oralno ili intramuskular-
no, pre ili posle procedure. Upotreba nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSA-
IL) i opioida je preporu¢ena opcija za kontrolu bola, jer posle tretmana moze do¢i
do reakcije tretiranog tkiva, narocito kod veliki lezija. U nekim slu¢ajevima upotre-
ba kortikosteroida je pozeljna u prvih 48 sati zbog njihovog potentnijeg antinfla-
matornog efekta.

Nakon tretmana ranu nije potrebno previjati. Narednih nekoliko dana na tre-
tiranom podrucju moze se pojaviti prokvasenje koje vlasnik moze i sam odistiti.
Elizabetanske kragne su indikovane kod macaka i pasa da bi se sprecilo lizanje i
dodatne komplikacije.

Kontrola

Kontrola i pracenje zavise od potreba pacijenata i preporucuje se posle 15
danai 1, 2, 4 i 6 meseci nakon tretmana. Idealno bi bilo leziju izmeriti, fotografisa-
ti i dokumentovati odgovor na tretman. Tretirani tumor se €esto polako smanjuje
sa malo ili bez nekroze. Sve dok se lezije postepeno smanjuju, nije potrebno po-
navljanje tretmana jer nema efekta, a ponovljeni tretman moze izazvati nezeljenu
nekrozu. Maksimalni terapeutski efekti se vide nakon 6-8 nedelja, ponekad i duze.

Kombinacija ECT sa drugim terapijama

ECT ne isklju€uje druge metode leCenja (hirurgija, hemoterapija, imunote-
rapija, radioterapija), ve¢ naprotiv, moze povecati njihovu efikasnost. Za tumore
vecée od 3-4 cm?® ECT se moze kombinovati sa hirur§kim zahvatom, kao neoadju-
vantnim citoreduktivnim sredstvom za izvodenje operacije manjeg obima. ECT
se takode moze koristiti kao pomoc¢na terapija za nedovoljno reseciranu marginu;
takode i intraoperativno, za Cis¢enje tumorskog lezista nakon uklanjanja tumora.

Elektrohemoterapija je jednostavna, bezbedna i efikasna metoda koja je na
nasim prostorima jo$ uvek nedovoljno kori§¢ena i gotovo nepoznata. Razvoj en-
doluminamih elektroda u kombinaciji sa dobrim hirurSkim tehnikama, omogucuje
primenu ECT i za le€enje tumora na unutrasnjim i reproduktivnim organima.
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