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Resumen

La ablacién por radiofrecuencia (RFA) se posiciona como una técnica ablativa
minimamente invasiva con gran potencial en la oncologia veterinaria. Esta tesis doctoral
analiza su eficacia, seguridad y aplicabilidad clinica, enfocdndose en neoplasias
especificas, tales como insulinomas, quimiodectomas, carcinomas nasales y
feocromocitomas. A través de cuatro articulos cientificos, se demuestra su capacidad para
reducir significativamente el tamafio tumoral y mejorar parametros clinicos relevantes.

El procedimiento mostré un perfil de seguridad favorable. Las complicaciones observadas
fueron leves y transitorias, y pudieron ser manejadas con ajustes técnicos en tiempo real.
El uso de imagen guiada, como ecografia y tomografia computarizada, garantizd una
planificacion precisa, minimizando riesgos en localizaciones criticas, como estructuras
vasculares en feocromocitomas o proximidad al craneo en carcinomas nasales.

Desde el punto de vista técnico, se destaca la versatilidad de la RFA en diferentes
configuraciones tumorales y su adaptabilidad a contextos clinicos. La utilizacién de
electrodos expandibles, junto con la monitorizacion multiparamétrica, permitid
optimizar los volumenes ablativos y garantizar la seguridad. Ademas, la integraciéon de
la RFA en protocolos multimodales con quimioterapia o cirugia asistida incrementa su
potencial terapéutico.

Sin embargo, se identificaron desafios técnicos, como el efecto sumidero térmico en
tumores vascularizados y limitaciones en la monitorizacién térmica en tiempo real. Estas
barreras resaltan la necesidad de avances tecnoldgicos, como sistemas de control
adaptativo o imagen hibrida, para mejorar la eficacia y predictibilidad del procedimiento.

En conclusidn, esta investigacion valida cientificamente la RFA como una herramienta
eficaz, segura y aplicable en medicina veterinaria oncolégica. Propone lineas futuras de
investigacion para optimizar su implementacion, incluyendo el desarrollo de tecnologias
avanzadas, evaluacion de nuevas indicaciones tumorales y su combinacidon con
inmunoterapias emergentes. La RFA puede consolidarse como una opcidn terapéutica
con alto impacto en la calidad de vida de los pacientes, especialmente en aquellos con
contraindicacion para tratamientos quirurgicos tradicionales.

Tesis Doctoral — Maria de los Dolores Alférez Reyes 1l



Summary

Radiofrequency ablation (RFA) stands out as a minimally invasive ablative technique
with significant potential in veterinary oncology. This doctoral thesis examines its
efficacy, safety, and clinical applicability, focusing on specific neoplasms such as
insulinomas, chemodectomas, nasal carcinomas, and pheochromocytomas. Across four
scientific articles, this research demonstrates RFA's ability to significantly reduce tumor
size and improve relevant clinical parameters.

The procedure exhibited a favorable safety profile. Observed complications were mild
and transient, and can be effectively managed through real-time technical adjustments.
The use of image guidance, such as ultrasound and computed tomography, ensured
precise planning, minimizing risks in critical locations, such as vascular structures in
pheochromocytomas or proximity to the skull in nasal carcinomas.

From a technical perspective, RFA's versatility across various tumor configurations and
its adaptability to clinical settings are highlighted. The use of expandable electrodes,
coupled with multiparametric monitoring, optimized ablative volumes while ensuring
safety. Furthermore, the integration of RFA into multimodal protocols, including
chemotherapy or assisted surgery, enhances its therapeutic potential.

However, certain technical challenges were identified, such as the heat-sink effect in
vascularized tumors and limitations in real-time thermal monitoring. These barriers
underscore the need for technological advancements, such as adaptive control systems
or hybrid imaging, to improve the procedure's efficacy and predictability.

In conclusion, this research scientifically validates RFA as an effective, safe, and
applicable tool in veterinary oncology. It proposes future research directions to optimize
its implementation, including the development of advanced technologies, evaluation of
new tumor indications, and its combination with emerging immunotherapies. RFA has
the potential to become a therapeutic option with a significant impact on patient quality
of life, particularly for those with contraindications for traditional surgical treatments.

v Resumen / Summary



1. Justificacion como compendio de publicaciones

La presente Tesis Doctoral se presenta como un compendio de cuatro trabajos de
investigacion ya publicados, de los que tres han sido publicados en revistas cientificas
indexadas en el Journal Citation Reports (JCR) de Web of Science, tal y como se establece
en la normativa de la Universidad de Zaragoza.

A continuacidn, se presentan las referencias bibliograficas completas de los cuatro
articulos publicados ordenados cronolégicamente de mas reciente a mas antiguo,
haciendo contar que todos ellos estan centrados en la aplicacidon de la ablacién por
radiofrecuencia en oncologia veterinaria, lo que justifica su unidad tematica:

1) Alférez MD, Corda A, de Blas I, Gago L, Fernandes T, Rodriguez-Piza I, Balana B,
Pentcheva P, Caruncho J, Barbero-Ferndndez A, Llinas J, Rivas D, Escudero A, Gémez-
Ochoa P. Computed Tomography-Guided Radiofrequency Ablation of Nasal
Carcinomas in Dogs. Animals (Basel), 2024;14(24):3682. doi: 10.3390/ani14243682.

2) Alférez MD, Corda A, de Blas |, Gago L, Fernandes T, Rodriguez-Piza |, Balafia B, Corda
F, Gomez Ochoa P. Percutaneous Ultrasound-Guided Radiofrequency Ablation as a
Therapeutic Approach for the Management of Insulinomas and Associated
Metastases in Dogs. Animals, 2024;14(22):3301. doi: 10.3390/ani14223301.

3) Gémez Ochoa P, Alférez MD, de Blas |, Fernendes T, Sanchez Salguero X, Balaia B,
Meléndez Lazo A, Barbero Fernandez A, Caivano D, Corda F, Corda A. Ultrasound-
Guided Radiofrequency Ablation of Chemodectomas in Five Dogs. Animals,
2021;11(10):2790. doi: 10.3390/ani11102790.

4) Gémez Ochoa P, Barbero Fernandez A, Alférez Reyes MD, Zoco Herrero G, Sanmartin
Arroita U, Melendez Lazo A. Ablacion por radiofrecuencia percutdnea en un
feocromocitoma adrenal con invasion de la vena cava caudal. Axon Vet - Novedades en
Veterinaria. 2022:1-5. URL: https://axoncomunicacion.net/ablacion-por-
radiofrecuencia-percutanea-en-un-feocromocitoma-adrenal-con-invasion-de-la-vena-
cava-caudal/
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1. Introduccion general

1.1. Ablacién por radiofrecuencia

1.1.1. Perspectiva histdrica

La ablacion por radiofrecuencia (RFA) representa uno de los avances mas significativos
en el campo de las terapias ablativas minimamente invasivas. Sus origenes se remontan
a finales del siglo XIX, cuando d'Arsonval demostrd que las corrientes alternas con
frecuencias superiores a 10 kHz podian generar calor en los tejidos biolégicos sin
provocar estimulacion neuromuscular (McGahan y van Raalte, 2005; Organ, 1976). Este
descubrimiento fundamental establecio las bases biofisicas para su desarrollo posterior.

La primera aplicacion clinica documentada de la radiofrecuencia se produjo en 1931,
cuando Kirschner utilizé la corriente de alta frecuencia para la coagulacion tisular en
procedimientos neuroquirurgicos (O'Connor y Bloom, 1996; Zhitny et al., 2024). Sin
embargo, el desarrollo significativo no se materializd hasta la década de 1990, cuando
se introdujeron los primeros sistemas de RFA con control de temperatura, lo que
permitid una mayor precision y seguridad en los procedimientos (McGahan et al., 1990;
Borggrefe et al., 1990).

La evolucidén tecnoldgica experimentd un punto de inflexidn con la introduccion de los
electrodos refrigerados en 1995, una innovacidn que permitié alcanzar volimenes de
ablacion significativamente mayores. Este avance fue seguido por el desarrollo de
electrodos expandibles y sistemas de multiples electrodos, que ampliaron
considerablemente las posibilidades terapéuticas de la técnica (Pekola et al., 2007;
Kafanov et al., 2009; Hong y Georgiades, 2010; Zhang et al., 2024).

En el Ambito de la medicina veterinaria, la adopcién de las terapias ablativas ha seguido
un patrén similar al de la medicina humana, aunque con un desfase temporal. Los
primeros estudios en modelos animales, realizados principalmente en cerdos y perros,
sirvieron como base fundamental para el desarrollo de protocolos en medicina humana
(Fegrachi et al., 2014; Bullone et al., 2020; Liu et al., 2020). Sin embargo, la aplicacién
como terapéutica especifica en pacientes oncoldgicos veterinarios no ha empezado a
ser una realidad hasta hace unos pocos afios (Leal et al., 2018; Gomez Ochoa et al., 2021;
Alferez et al., 2024a, 2024b).

La evolucion de los sistemas de imagen guiada, particularmente la ecografia y la
tomografia computarizada, ha sido fundamental y ha condicionado las innovaciones
procedimentales, como en muchas otras ramas de la medicina. La incorporacién de
estos métodos de visualizacidén ha permitido una planificacidn mas precisa, asi como un
control en tiempo real durante la ablacion, factores que han contribuido

Tesis Doctoral — Maria de los Dolores Alférez Reyes 3



significativamente a mejorar la seguridad y eficacia de la técnica (Wood et al., 2010;
Chang et al., 2011; Pannone et al., 2022; Faiella et al., 2024; Evans et al., 2025).

En la actualidad, las técnicas ablaticas se han consolidado como una opcion terapéutica
viable en el tratamiento de diversas neoplasias, tanto en medicina humana como
veterinaria. Los avances tecnoldgicos continlan expandiendo sus aplicaciones, con
desarrollos recientes que incluyen sistemas de navegacién asistida por computadora y
algoritmos de control mas sofisticados que optimizan la deposicién de energia en los
tejidos diana (Malik et al., 2011; Cedeno et al., 2017; Lee y Lee, 2018; Habibi el al, 2021;
Biermann et al., 2024; Schmidt et al., 2024).

1.1.2. Principios fisicos

La RFA se fundamenta en principios electromagnéticos y termodinamicos complejos que
determinan su eficacia terapéutica. Este método utiliza corriente alterna de alta
frecuencia, tipicamente en el rango de 450-500 kHz, para inducir la destruccion térmica
controlada del tejido diana (Pennes, 1948; Organ, 1976). El espectro electromagnético se
modela como un espectro continuo de frecuencias de cuantos de energia sin masa en
vibracién. La radiacién electromagnética esta compuesta tanto por un campo eléctrico
como por un campo magnético, los cuales se encuentran orientados a 90° entre si. La
radiacion electromagnética, cuya frecuencia se encuentra entre 3 y 300 GHz, se define
como ondas radioeléctricas (Figura 1). La comprension profunda de estos principios fisicos
resulta fundamental para optimizar su aplicacioén clinica (Funk et al, 2009).

300GHZ

3HZ

Figura 1. Rango de frecuencia correspondiente a las ondas radioeléctricas (Hong et al., 2010)

La base conceptual se estructura en torno a cinco elementos fundamentales
interrelacionados que determinan la eficacia y seguridad del procedimiento ablativo.
En primer término, los fundamentos electromagnéticos establecen el marco tedrico
esencial, describiendo el comportamiento de los campos electromagnéticos oscilantes
en el rango de radiofrecuencia y su propagacion en medios bioldgicos (lhnat et
al., 2014). La interaccién entre la energia electromagnética y el tejido constituye el
segundo pilar conceptual, caracterizando los mecanismos de absorcion energética y
las respuestas tisulares consecuentes (Nittby et al., 2008; Houston et al., 2016;
Audigier et al., 2017; Lin et al., 2023; Hoffer et al., 2024). Los procesos de generacion
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y transferencia de calor representan el tercer elemento critico, estableciendo los
principios termodinamicos que gobiernan la distribucion térmica en el tejido diana
(Haines y Watson, 1989; Nikfarjam et al., 2005; Lin et al., 2022). La impedancia y
conductividad tisular, como cuarto componente, determinan las caracteristicas de
transmisidn energética y la eficiencia del proceso ablativo (Hardie et al., 2006; Guo et
al., 2024). Finalmente, los fendmenos biofisicos asociados a la muerte celular térmica
establecen los pardmetros criticos que definen la efectividad terapéutica del
procedimiento (Fujiki, 2004). La integracién de estos conceptos fundamentales
proporciona el marco tedrico necesario para la optimizacién de los protocolos de
ablacion y el desarrollo de estrategias terapéuticas innovadoras en la practica clinica
veterinaria.

1.1.2.1. Fundamentos electromagnéticos

La técnica opera mediante la aplicacion de corriente alterna en frecuencias superiores
a 100 kHz, un umbral critico que evita la estimulacion neuromuscular indeseada. Este
fendmeno encuentra su fundamentacidn tedrica en la ley de Weiss-Lapicque, que
establece una correlacidén inversa entre la frecuencia de la corriente aplicada y la
capacidad de despolarizacién celular, proporcionando asi el marco tedrico que
sustenta la seguridad del procedimiento (Irnich, 1989).

La caracterizacion fisica del proceso esta basada en las ecuaciones de Maxwell, que
describen de manera exhaustiva las interacciones entre los diversos componentes del
campo electromagnético en medios dieléctricos biolégicos heterogéneos. Estas
ecuaciones establecen las relaciones entre el campo eléctrico (E), el campo magnético
(H), la densidad de flujo magnético (B), la densidad de corriente (J), el desplazamiento
eléctrico (D) y la densidad de carga (p). La interaccién electromagnética resultante
genera un campo variable que induce el desplazamiento oscilatorio de iones vy
moléculas polares en el tejido, dando lugar a un calentamiento friccional localizado
gue constituye el mecanismo esencial del efecto terapéutico. Por tanto, el movimiento
de los iones alineandose con el campo eléctrico alterno genera friccidon y calor (Gratiy
et al.,, 2017).

La propagacion de las ondas electromagnéticas en los tejidos bioldgicos presenta
caracteristicas distintivas debido a su naturaleza dispersiva y atenuante, modelada
mediante la ecuacion de Helmholtz modificada. Esta ecuacidén incorpora parametros
criticos como la permeabilidad magnética (o), la permitividad dieléctrica del vacio (&o),
la permitividad relativa compleja del tejido (er) y su conductividad eléctrica (o). La
complejidad inherente a los tejidos biolégicos como medios no homogéneos y
anisotrépicos introduce consideraciones adicionales en el modelado de la disipacién y
transmisidn energética, aspectos fundamentales para la prediccion y optimizacion de la
interaccion electromagnética con estructuras tisulares especificas (Kienle et al., 2004).
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La profundidad de penetracién del campo electromagnético, parametro crucial para la
eficacia terapéutica, estd determinada por el factor de atenuacion (a), que depende
de la frecuencia angular (w), la permeabilidad magnética (n) y la permitividad
dieléctrica (€) del tejido. Este factor establece una relacién inversamente proporcional
entre la frecuencia y la capacidad de penetracién tisular, aspecto determinante en la
planificacion terapéutica para garantizar que el efecto térmico alcance las regiones
diana sin comprometer la integridad de tejidos adyacentes (Foster y Schwan, 1989;
Kienle et al., 2004; Lv et al., 2005; Rossmann y Haemmerich, 2014; Fiedler et al., 2018;
Samuels et al., 2022; Sasaki et al., 2022; Qin et al., 2023).

La distribucién espacial del campo eléctrico en el tejido objetivo sigue un patrén
caracteristico modelado mediante la ecuacion del potencial eléctrico, V-(cVV) =0,
donde o representa el tensor de conductividad del tejido y V el potencial eléctrico. Esta
formulacion matematica contempla la anisotropia inherente a los tejidos bioldgicos,
particularmente relevante en estructuras anatdmicas complejas, donde la variabilidad
en la conductividad eléctrica y térmica influye directamente en los patrones de
dispersion y concentracién del calor generado (Reddy et al., 2023; Jiao et al., 2024).

1.1.2.2. Interaccion energia-tejido

Como se ha comentado anteriormente el mecanismo fundamental de la RFA se basa
en la agitacion idnica inducida por el campo electromagnético alternante. Los iones
presentes en el tejido, principalmente Na*, K* y Cl', oscilan siguiendo las variaciones de
polaridad de la corriente eléctrica. Este movimiento idnico genera friccion molecular,
gue se traduce en calor segun la ley de Joule (Hanna, 2004; Gillams, 2005). Esta
interaccion entre la energia electromagnética y el tejido bioldgico durante la ablacion
constituye un proceso multifacético que involucra diversos mecanismos de
transferencia energética y respuestas tisulares. Los mecanismos subyacentes de
absorcion energética se fundamentan principalmente en la polarizacion dieléctrica del
tejido, donde el campo eléctrico oscilante induce una polarizacion molecular
caracterizada por un momento que responde a una relacién no lineal con el campo
eléctrico local (Gadaleta et al., 2004) (Figura 2).

La dindmica de las corrientes de desplazamiento en el medio biolégico representa otro
mecanismo fundamental de interaccién energética, manifestdndose a través de la
variacion temporal del campo de desplazamiento eléctrico y la polarizacidon del medio.
Este proceso se cuantifica mediante la densidad de corriente de desplazamiento, que
integra tanto la contribucién del vacio como la respuesta especifica del tejido a través
de su polarizacién inducida.

La disipacidn energética en el tejido se produce mediante dos mecanismos principales:
las pérdidas dieléctricas y las pérdidas 6hmicas. Las pérdidas dieléctricas se cuantifican
mediante la potencia disipada por unidad de volumen. Por su parte, las pérdidas
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6hmicas, manifestadas a través del efecto Joule, establecen una relaciéon directa entre
la conductividad del tejido y la intensidad del campo eléctrico local (Karaki et al., 2017).

. Direct heating . Direct heating
Thermal conductance Thermal conductance

Figura 2. Mecanismo de accion y transferencia de calor en la ablacién por
microondas y la ablacién por radiofrecuencia. Ablacidon por microondas
(A'y C); ablacion por radiofrecuencia (B y D) (Kim, 2018)

La transferencia energética en el tejido bioldgico exhibe un caracter multimodal,
caracterizado por un acoplamiento electromagnético-térmico complejo. Este proceso
se describe mediante una version expandida de la ecuacién de biotransferencia de
calor, que incorpora términos especificos para la fuente de calor electromagnética
(QEM), el calor metabdlico (Qm) y las pérdidas por perfusion (Qp). La no linealidad
inherente a estas interacciones se manifiesta a través del tensor de susceptibilidad no
lineal, que caracteriza la respuesta del tejido ante campos electromagnéticos de alta
intensidad (Kotake et al., 2022).

La respuesta tisular presenta una naturaleza dindmica, evidenciada por la modificacién
temporal de sus propiedades dieléctricas durante el proceso de ablacién. Esta
evolucidn sigue una cinética compleja que depende tanto de la temperatura como del
tiempo de exposicidn, representada mediante una funcién de modificacidon térmica
temporal que modula la susceptibilidad del tejido. Los cambios estructurales inducidos
por la ablacién se caracterizan mediante un tensor de deformacion térmica, que
relaciona la expansion del tejido con el gradiente térmico aplicado.

La distribucién térmica en el tejido sigue los principios establecidos por la ecuacién de
biotransferencia de calor de Pennes, que integra los efectos de conduccién térmica,
generacion de calor y perfusion sanguinea. Esta ecuacién diferencial parcial contempla
parametros criticos como la densidad tisular, el calor especifico, la conductividad
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térmica y el flujo sanguineo, proporcionando un marco matematico robusto para la
prediccion de la distribucidon espaciotemporal de la temperatura durante el
procedimiento de ablacién (Tuszynski y Costa, 2022).

La naturaleza no lineal y acoplada de estos procesos, caracterizada por interacciones
multifisicas complejas entre los campos electromagnéticos, la transferencia de calory
las modificaciones estructurales del tejido, presenta desafios significativos para su
modelizacién matematica y simulacion computacional (Ahmed et al., 2014; Hall et
al., 2014). Esta complejidad inherente, derivada de la interdependencia de multiples
variables fisicas y bioldgicas que evolucionan dindmicamente durante el
procedimiento, subraya la importancia de implementar enfoques multifisicos
avanzados en el modelado y la planificacién de procedimientos de RFA (Rivas et al.,
2021; Gonzalez-Suarez et al., 2022). La variabilidad en las propiedades tisulares, junto
con la naturaleza no estacionaria de los fendmenos involucrados, requiere el
desarrollo de modelos matematicos sofisticados que integren simultaneamente las
ecuaciones constitutivas electromagnéticas, térmicas y estructurales, estableciendo
asi un marco tedrico robusto para la optimizacién terapéutica del procedimiento.

1.1.2.3. Impedancia y conductividad tisular

La impedancia tisular (Z), definida como la resistencia que opone un tejido biolégico al
paso de corriente eléctrica alterna, constituye un parametro biofisico fundamental que
determina significativamente la eficacia de los procedimientos de RFA (Nguyen et
al., 2020; Chu y Gupta, 2021; Osei et al., 2021). Este fendmeno fisico complejo integra
tanto componentes resistivos como capacitivos, manifestandose a través de una
interrelacion dinamica entre las propiedades dieléctricas del tejido y su respuesta a
campos electromagnéticos oscilantes.

Las caracteristicas impedancimétricas de los tejidos biolégicos emergen de su
composicién estructural y molecular subyacente. Los tejidos con elevado contenido en
agua v electrolitos presentan perfiles de impedancia sustancialmente diferentes a
aquellos caracterizados por un predominio de componentes fibrosos o lipidicos. Esta
heterogeneidad composicional se refleja en las propiedades dieléctricas
fundamentales del tejido, especificamente en su permitividad relativa y conductividad
eléctrica, parametros que establecen la base para la interaccidon electromagnética
durante el procedimiento ablativo (Hwang et al., 2021; Duenas et al., 2024).

La respuesta impedancimétrica tisular exhibe una notable dependencia frecuencial,
caracterizada por el fendmeno de dispersion de Maxwell-Wagner. Este
comportamiento frecuencial refleja los diversos mecanismos de polarizacién
molecular y celular que ocurren en diferentes rangos de frecuencia, manifestandose a
través de variaciones significativas en la permitividad compleja del tejido. La
caracterizacion de esta dependencia frecuencial resulta crucial para la optimizacion de
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los parametros operativos en la RFA. Los efectos térmicos inducidos durante el
procedimiento ablativo modifican sustancialmente las propiedades de conduccién
eléctrica del tejido. La conductividad tisular experimenta alteraciones no lineales en
funcion de la temperatura, siguiendo patrones complejos que reflejan las
modificaciones estructurales y moleculares subyacentes. Esta dependencia térmica de
la impedancia introduce un factor adicional de complejidad en la dindmica del
procedimiento ablativo, estableciendo una retroalimentacidn continua entre la
deposicion energética y las propiedades eléctricas del tejido (Bourier et al., 2020; Qian
et al.,, 2021).

1.1.2.4. Muerte celular térmica

El proceso de muerte celular inducida térmicamente durante la RFA constituye un
fendmeno biofisico de extraordinaria complejidad, caracterizado por una cascada de
eventos moleculares y celulares que pueden ser cuantificados mediante modelos
matematicos precisos (Lin et al., 2003; Lee et al., 2005; Nikfarjam et al., 2006; Kim et
al.,, 2011; Zhang et al., 2016). La cinética del dafio térmico encuentra su expresion
matematica fundamental en la ecuacién de Arrhenius modificada para sistemas
bioldgicos, que incorpora factores de compensacion fisiolégica (f (p)) y contempla la
energia de activacion especifica del proceso (Ea). Esta formulacion matematica,
expresada como Q(t) = JA-exp(-Ea/RT)-f(p) dt, caracteriza cuantitativamente el dafio
celular acumulativo (Goldberg et al., 2005; Vanagas et al., 2010; Trujillo y Berjano,
2013; Bai et al., 2021; Crapse et al., 2021).

La respuesta celular al estrés térmico exhibe un comportamiento progresivo y
dependiente de la temperatura, manifestandose en tres fases distintivas. La fase inicial
de estrés subletal, comprendida entre 42-45 °C, se caracteriza por la activacidon de
mecanismos de proteccion celular, principalmente mediante la induccién de proteinas
de choque térmico (HSP) y modificaciones reversibles en la permeabilidad de la
membrana plasmatica. La transicién hacia la fase de dafio irreversible ocurre en el
rango de 46-49 °C, donde se evidencia la desnaturalizacion proteica progresiva y la
disrupcion de elementos del citoesqueleto. La fase final de necrosis coagulativa,
establecida a temperaturas superiores a 50 °C, representa el estado de mdxima
degradacion estructural, caracterizado por la desnaturalizacién inmediata de proteinas
estructurales y la destruccion irreversible de organulos celulares.

La eficacia del proceso ablativo estd modulada por factores tisulares especificos, entre
los que destaca la perfusidon sanguinea local, que se mencionara en profundidad mas
adelante dentro del apartado de limitaciones de la técnica. La evaluacidn cuantitativa
del dafio tisular se fundamenta en el indice de lesion térmica acumulativa (CEM43),
expresado mediante la integral CEMA43 = [R*(43-T) dt. Este modelo matematico
permite la normalizacidén de diferentes regimenes térmicos y facilita la prediccion de
resultados terapéuticos mediante la incorporacion del factor de conversion
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temporal (R) y latemperatura tisular instantanea (T). La implementacion de este indice
proporciona una herramienta fundamental para la optimizacion de protocolos
terapéuticos y la estandarizacion de procedimientos ablativos. La integracién de estos
modelos matematicos, la monitorizacién de parametros térmicos y la prediccion del
dafio tisular mediante estas formulaciones facilitan la personalizacion terapéutica y la
maximizacién de la eficacia clinica en procedimientos de RFA (Ahmed et al., 2014; Hall
et al., 2014; Gonzalez-Suarez et al., 2022).

1.1.3. Aspectos técnicos

Los aspectos técnicos de la RFA constituyen un conjunto de elementos criticos e
interrelacionados que determinan significativamente la eficacia, reproducibilidad vy
seguridad del procedimiento terapéutico. La complejidad tecnoldgica inherente al
sistema de ablacion requiere un analisis exhaustivo de sus diversos componentes,
abarcando desde la caracterizacion de los generadores de radiofrecuencia y sus
especificaciones operativas, hasta el disefo y configuraciéon de los sistemas de
electrodos. La integracion sinérgica de los sistemas de refrigeracion, junto con la
optimizacidn de las placas de dispersidn, establece los fundamentos para una aplicacién
precisay controlada. Asimismo, el desarrollo de protocolos estandarizados de aplicacién
y monitorizacién, en conjuncién con sistemas avanzados de imagen guiada, proporciona
el marco operativo necesario para la consecucién de resultados terapéuticos
reproducibles.

1.1.3.1. Tipos de generadores y sus caracteristicas

Los generadores de radiofrecuencia constituyen el nucleo tecnoldgico fundamental de
los sistemas de ablacion térmica, siendo los responsables de la produccién y modulacién
de la energia electromagnética necesaria para inducir el efecto terapéutico deseado. La
evolucidn tecnoldgica de estos dispositivos ha permitido el desarrollo de sistemas cada
vez mas sofisticados, caracterizados por su precision, versatilidad y capacidad de
adaptacion a las condiciones tisulares especificas durante el procedimiento ablativo
(Hong y Georgiades, 2010; Lohr y Kulwicki, 2010; Strand et al., 2024).

Los generadores contemporaneos operan en el rango de radiofrecuencia entre 450 y
500 kHz, una banda de frecuencia especificamente seleccionada por sus caracteristicas
Optimas de interaccién con el tejido bioldgico. Este rango frecuencial permite la
generacion eficiente de calor mediante agitacidn idnica mientras se minimiza el riesgo
de estimulacion neuromuscular. La potencia maxima de salida de estos dispositivos
oscila tipicamente entre 100 y 250 W, aunque la tendencia actual se orienta hacia el
desarrollo de sistemas de mayor potencia que permitan la generacién de voliumenes
de ablacién mas extensos en tiempos reducidos (Dobnig y Amrein, 2019; Aydin et al.,
2020; Filippiadis y Kelekis, 2021; Fritz et al., 2023; Vitulli et al., 2023).
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Desde el punto de vista operativo, los generadores de radiofrecuencia pueden
clasificarse en tres categorias fundamentales: sistemas monopolares, bipolares y
multiplexados. Los generadores monopolares, que constituyen la configuracion mas
ampliamente implementada en la practica clinica, producen corrientes de alta
frecuencia entre un electrodo activo de dimensiones reducidas y una placa dispersiva
de mayor superficie. Esta configuracidon permite la concentracion de la densidad de
corriente en el tejido diana, maximizando el efecto térmico local. Los sistemas
bipolares, por su parte, distribuyen la corriente entre dos electrodos activos de
dimensiones similares, eliminando la necesidad de una placa dispersiva y permitiendo
un control mas preciso del volumen de ablacion. Los sistemas multiplexados
representan la evolucién mas reciente, incorporando capacidades de conmutacién que
permiten la activacion secuencial o simultanea de multiples electrodos, optimizando
la distribucién energética en el tejido diana (Dobnig y Amrein, 2019; Aydin et al., 2020;
Filippiadis y Kelekis, 2021; Fritz et al., 2023; Vitulli et al., 2023) (Figura 3).

\ \
. L'!- 1.: llu l.u

Figura 3. Generador de radiofrecuencia con medidor de impedancia
empleado en los procedimientos (Boston Scientific RF3000)

La sofisticacion de los sistemas de control integrados en los generadores modernos
constituye un aspecto fundamental de su disefio. Estos dispositivos incorporan
microprocesadores dedicados que implementan algoritmos adaptativos para la
modulacion en tiempo real de los pardmetros de ablacion. El control de potencia
puede realizarse mediante diversos mecanismos, incluyendo sistemas de potencia
constante, control por impedancia y modalidades hibridas que combinan multiples
parametros de regulacién (Wood et al., 2007; Sandhu y Nguyen, 2020). Los sistemas
de potencia constante mantienen un nivel predeterminado de energia entregada,
ajustando automaticamente el voltaje en funcidén de las variaciones de impedancia
tisular. Los sistemas controlados por impedancia modulan la potencia en respuesta a
los cambios en la resistencia eléctrica del tejido, permitiendo una adaptacion mas
precisa a las modificaciones tisulares inducidas por el proceso ablativo.
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La monitorizacion de parametros criticos constituye una funcién esencial de los
generadores modernos. Estos sistemas integran capacidades de medicion y registro
continuo de variables fundamentales como impedancia tisular, temperatura local,
potencia entregada y energia total depositada. La precision en la medicién de estos
parametros resulta crucial para la seguridad y eficacia del procedimiento, requiriendo
sistemas de calibracién automadtica y compensacién de errores. Los generadores
contemporaneos incorporan también sistemas redundantes de seguridad, incluyendo
monitorizacién de circuito abierto, deteccién de cortocircuitos y limites automaticos
de potencia y temperatura.

La interfaz usuario-mdaquina ha experimentado una evolucidn significativa,
incorporando pantallas tactiles de alta resolucién que proporcionan visualizacién en
tiempo real de parametros criticos y representaciones graficas de la evolucién
temporal del procedimiento. Los sistemas mas avanzados integran capacidades de
registro y almacenamiento de datos que permiten el analisis retrospectivo y la
optimizacién de protocolos terapéuticos. La conectividad con sistemas externos de
imagen y monitorizacion representa una tendencia emergente, permitiendo Ia
integracion de informacién multimodal durante el procedimiento ablativo.

1.1.3.2. Diseio y configuracion de electrodos

Los electrodos empleados en la RFA representan el punto de conexidn critico entre el
sistema generador y el tejido diana, constituyendo un elemento determinante en la
eficacia y seguridad del procedimiento ablativo. La evolucién tecnolégica en su disefio
ha permitido el desarrollo de configuraciones cada vez mas sofisticadas, adaptadas a
las particularidades anatomicas y los requerimientos terapéuticos especificos de cada
intervencion (Martel et al., 2008).

Los sistemas monopolares, que constituyen la configuracion predominante en la
practica clinica veterinaria, se caracterizan por la presencia de un electrodo activo de
dimensiones reducidas y una placa dispersiva de mayor superficie. Esta configuraciéon
permite la concentracién de la densidad de corriente en el tejido diana, maximizando
el efecto térmico local mientras se minimiza el impacto en tejidos adyacentes. La
geometria del electrodo activo ha experimentado una evolucién significativa, desde
los disefios iniciales de punta recta hasta configuraciones expandibles multilineas que
permiten la adaptacion del volumen de ablacidon a las caracteristicas especificas de la
lesidon (Lee et al., 2004a; Nakamuta et al., 2006; Quaranta et al., 2007; Martel et al.,
2008; Wakui et al., 2009; Hirakawa et al., 2013; Costanzo et al., 2017; Fang et al., 2019;
Jiang et al., 2019; De Filippo et al., 2020; Park et al., 2024) (Figura 4).

Los electrodos convencionales de punta recta, con diametros que oscilan entre 14 y
19 G y longitudes activas variables entre 0,5 y 5 cm, mantienen su vigencia en
procedimientos que requieren precision milimétrica o acceso a localizaciones
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anatdmicas complejas. Su disefio incorpora sensores térmicos integrados, tipicamente
termopares o termistores, estratégicamente posicionados para la monitorizacion
precisa de la temperatura tisular durante el procedimiento (Lee et al., 2004a;
Nakamuta et al., 2006; Jiang et al., 2019).

(a) (b)

Figura 4. Electrodo de Leveen expandible en forma de paraguas. (a) Vista longitudinal,
(b) vista transversal (Boston Scientific).

Los sistemas expandibles representan una evolucién significativa en el disefio de
electrodos, permitiendo la generaciéon de voliumenes de ablacion mas extensos y
homogéneos. Estos dispositivos incorporan multiples elementos desplegables que,
una vez expandidos, pueden alcanzar diametros efectivos de hasta 5 cm. Las
configuraciones mas frecuentes incluyen disefos en paraguas, con agujas curvadas
gue emergen desde el eje central, y sistemas de despliegue helicoidal que maximizan
el contacto con el tejido diana (Quaranta et al., 2007; De Filippo et al., 2020; Park et
al., 2024).

Los materiales empleados en la construccidon de electrodos deben satisfacer requisitos
estrictos de conductividad eléctrica, resistencia mecanica y biocompatibilidad. El acero
inoxidable quirdrgico y las aleaciones de titanio constituyen los materiales base mas
frecuentemente utilizados, complementados con recubrimientos especificos que
optimizan la interfaz electrodo-tejido. La integracion de materiales ceramicos o
plasticos en zonas estratégicas permite el aislamiento térmico y eléctrico de
segmentos especificos del electrodo (Martel et al., 2008; Wakui et al., 2009; Hirakawa
et al., 2013; Costanzo et al., 2017; Fang et al., 2019).

1.1.3.3. Sistemas de refrigeracion y control

La implementacion de sistemas de refrigeracion en los dispositivos de RFA ha
constituido un avance tecnolégico fundamental, permitiendo la superacién de
limitaciones criticas inherentes a los sistemas convencionales (Nguyen et al., 2017; da
Fonseca et al., 2019; Kho et al., 2021; Kho et al., 2024; Ma et al., 2024). El principal
objetivo de estos sistemas consiste en la prevencidon de la carbonizacion tisular
perielectrodo, fendmeno que incrementa significativamente la impedancia local y
limita la transferencia energética al tejido diana (Lee et al., 2002; Kim et al., 2003;
Gananadha y Morris, 2004; Hansler et al.,, 2007; Ishikawa et al., 2013; Wang et
al., 2018; Kho et al., 2020; Park et al., 2023).
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En la mitad superior de la Figura 5 se observa una zona de ablacion mas extensa en
comparacion con la representada en la parte inferior. Esto se debe a que un aumento
mas rapido en la energia suministrada al electrodo provoca la carbonizacién del tejido
adyacente, lo que impide la propagacién eficiente de la energia.

SLOWER TEMPERATURE RISE

FASTER TEMPERATURE RISE

Hyperthermia

KO =

Desiccation (“Charring”)

e

Figura 5. Proceso de formacion de la termoesfera de ablacién mediante un electrodo
de radiofrecuencia tipo paraguas visto en seccién transversal (Hong et al., 2010)

La refrigeracion interna mediante circulacion de solucidn salina refrigerada representa
el método mas ampliamente utilizado en la practica clinica. Este sistema emplea un
circuito cerrado que mantiene un flujo continuo de solucién salina a temperaturas
entre 4 y 10 °C a través de canales especificamente disefiados en el electrodo. La
eficiencia del intercambio térmico permite el mantenimiento de temperaturas
perielectrodo por debajo del umbral de carbonizacién (aproximadamente 100 °C)
mientras se alcanzan temperaturas terapéuticas en el tejido circundante.

Los sistemas de refrigeracidon perfundida constituyen una variante que incorpora la
infusion directa de solucidn salina en el tejido perielectrodo. Esta modalidad combina
el efecto refrigerante con la modificacidén de las propiedades conductivas del tejido,
permitiendo una distribucion mas homogénea de la energia (Lee et al., 2002; Kim et
al., 2003; Gananadha y Morris, 2004; Hansler et al., 2007; Ishikawa et al., 2013; Wang
et al., 2018; Kho et al., 2020; Park et al., 2023,) (Figura 6).

La integracion de sistemas de control térmico sofisticados permite la modulacién
dindmica de los pardmetros de refrigeracion en funcidén de las condiciones tisulares
locales (Aryana et al., 2022). Los algoritmos de control procesan en tiempo real datos
de multiples sensores, incluyendo temperatura tisular, impedancia local y potencia
entregada, ajustando automaticamente los parametros de refrigeracién para
optimizar el procedimiento ablativo.
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Figura 6. Disefio de un electrodo refrigerado y de cémo cambia el tamafio de la
termoesfera cuando se emplean electrodos de tipo agrupado (Hong et al., 2010)

1.1.3.4. Placas de dispersion

Las placas de dispersidon constituyen un componente fundamental en los sistemas
monopolares de RFA. Este elemento determina tanto la eficacia del procedimiento
como la seguridad del paciente. Su funcién primaria consiste en proporcionar una via
de retorno de baja impedancia para la corriente de radiofrecuencia, permitiendo el
cierre del circuito eléctrico en configuraciones monopolares mediante la distribucién
de la densidad de corriente sobre una superficie significativamente mayor que la del
electrodo activo, minimizando asi el efecto térmico en el punto de contacto con la
superficie cutanea (Nath et al., 1996; Thiagalingam et al., 2005; Taheri et al., 2014;
Pearce, 2015; Futyma et al., 2024; Irastorza et al, 2024) (Figura 7).

Figura 7. Placa de dispersion dividida (3M)
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Las especificaciones técnicas de las placas de dispersién establecen areas minimas de
contacto que oscilan entre 150 y 200 cm?, dimensionamiento fundamentado en
estudios experimentales que han determinado el mantenimiento de densidades de
corriente inferiores a 0,1 A/cm? como umbral superior para prevenir el dafio térmico
cutdneo durante procedimientos prolongados. Esta relacidon entre superficie efectiva
y densidad de corriente constituye un parametro critico en el disefio y seleccion de
estos dispositivos, determinando en gran medida su perfil de seguridad durante la
aplicacion clinica (Nath et al., 1996; Thiagalingam et al., 2005; Taheri et al., 2014;
Pearce, 2015; Futyma et al., 2024, Irastorza et al., 2024).

La evolucidn tecnoldgica en el disefo de placas de dispersion ha permitido el desarrollo
de diferentes configuraciones, incluyendo placas solidas constituidas por una lamina
conductora continua, placas divididas que incorporan zonas conductoras segmentadas
con sistemas integrados de monitorizacion de calidad de contacto, y placas adhesivas
conductivas que integran el material conductor en una matriz adhesiva optimizada
para la distribucién de presién de contacto. Cada configuracién presenta ventajas
especificas en términos de distribucién de corriente, monitorizacién de contacto y
adaptacidn a superficies anatdmicas irregulares.

La localizacion 6ptima de la placa de dispersidn debe considerar la minimizacion de la
distancia al electrodo activo, evitando trayectorias de corriente a través de estructuras
anatémicas sensibles y considerando la distribucidn vascular regional. La seleccion del
sitio de aplicacion debe priorizar dreas con adecuada masa muscular, evitando
prominencias éseas y superficies con excesiva pilosidad, mientras se considera la
perfusién tisular local como factor determinante en la eficiencia de la dispersidon
térmica (Nath et al., 1996; Thiagalingam et al., 2005; Taheri et al., 2014; Pearce, 2015;
Futyma et al., 2024; Irastorza et al., 2024).

Los sistemas contemporaneos de monitorizacidon incorporan mecanismos avanzados
de control que incluyen la medicién continua de la impedancia de contacto, sistemas
de deteccién de despegamiento y algoritmos de monitorizacién térmica. Estos
sistemas de seguridad permiten la identificacion precoz de condiciones subdptimas
gue pudieran comprometer la seguridad del procedimiento.

La optimizacidn del contacto entre la placa de dispersion y la superficie cutanea
requiere una preparacion meticulosa que incluye protocolos estandarizados de
limpieza y desengrasado, eliminacion de pelo cuando sea necesario, y aplicacién
uniforme de gel conductor. La verificacion sistematica de la integridad del contacto,
incluyendo la eliminacion de burbujas de aire y la distribucion uniforme de presion,
resulta fundamental para garantizar la eficacia y seguridad del procedimiento.
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1.1.3.5. Protocolos de aplicacion y monitorizacion

Los protocolos de aplicaciéon en la RFA constituyen algoritmos estandarizados que
determinan la secuencia dptima de pasos y parametros operativos para maximizar la
eficacia y seguridad, garantizando la reproducibilidad de los resultados y minimizando
la incidencia de complicaciones.

La fase inicial del procedimiento requiere una evaluacién meticulosa de las
caracteristicas tisulares y la planificacion detallada de la estrategia ablativa. La
caracterizacién del tejido diana mediante técnicas de imagen diagndstica permite la
determinacion de parametros criticos como el volumen obijetivo, la vascularizacion
local y la proximidad a estructuras anatémicas sensibles. Esta informaciéon fundamenta
la seleccidon del tipo y configuracion de electrodo mas apropiado, asi como la definicién
de los parametros operativos iniciales (Figura 8).

Figura 8. Posicionamiento de un paciente durante la aplicacion
de radiofrecuencia (fuente propia)

El protocolo de ablacion estandar se inicia con una fase de aplicacion de baja potencia,
tipicamente entre 10 y 30 W, que permite la evaluacidn de la respuesta tisular inicial y
la deteccion precoz de anomalias en la impedancia o temperatura local. La progresion
hacia niveles superiores de potencia sigue un algoritmo escalonado, con incrementos
graduales monitorizados mediante la evaluacidén continua de pardmetros criticos. La
duracion de cada fase viene determinada por la estabilizacion de los indicadores de
respuesta tisular y la consecucion de los objetivos térmicos establecidos (Ginat et
al., 2009; Liu et al., 2012; Pillai et al., 2015; Zorbas y Samaras, 2015; Audigier et al.,
2017; Wang et al., 2024).

La monitorizacion multiparamétrica constituye un elemento fundamental del
protocolo, integrando datos de impedancia tisular, temperatura local, potencia
entregada y tiempo de exposicién. La vigilancia de estos parametros permite la
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deteccion precoz de fendmenos adversos, como la carbonizaciéon tisular o el
sobrecalentamiento de estructuras adyacentes, facilitando la oportuna puesta en
marcha de medidas correctivas.

1.1.3.6. Consideraciones sobre imagen guiada

La integracion de sistemas de imagen guiada en los procedimientos de RFA ha
revolucionado la precision y seguridad de esta modalidad terapéutica. Las técnicas de
imagen empleadas pueden clasificarse en tres categorias fundamentales: planificacion
pre-procedimiento, guia durante la intervencion y evaluacion post-ablacion.

La planificacién mediante técnicas de imagen avanzada, incluyendo, ecografia,
tomografia computarizada y resonancia magnética con secuencias especificas, permite
la caracterizacion detallada de la lesidon diana y su relacidn con estructuras anatdmicas
criticas. La reconstruccion tridimensional y la planificacion asistida por computadora
facilitan la optimizacion de las trayectorias de acceso y la determinacion del nimero y
posicidn dptima de los electrodos.

La guia de imagen intra-procedimiento puede realizarse mediante diversas
modalidades, siendo la ecografia y la tomografia computarizada las mas
frecuentemente implementadas en la practica clinica. La ecografia en tiempo real
proporciona visualizacién dindamica durante el posicionamiento del electrodo y permite
la monitorizacion de la formacién de la lesién térmica mediante la identificacién de
cambios en la ecogenicidad tisular. La tomografia computarizada, ofrece superior
resolucion espacial y mejor discriminacién anatdmica, aunque con limitaciones en la
visualizacion en tiempo real (Christie y Loomis, 1929; McGahan et al., 1990; Rossi et
al., 1990; McGahan et al., 1992; Goldberg et al., 1995; Chen et al., 2009).

La evaluacion post-ablacién mediante técnicas de imagen multimodal resulta
fundamental para la confirmacién de la extension del tratamiento y la deteccidn
precoz de complicaciones. Los protocolos de imagen con contraste (ecograficos o por
tomografia computarizada) y estudios de perfusidon, permiten la caracterizacion
precisa del volumen ablacionado y la identificacién de tejido residual viable (Rossi et
al., 1998; de Baere et al., 2001; Hong y Georgiades, 2010; Strand et al., 2024).

1.1.4. Limitaciones y efectos adversos

La RFA, pese a constituir una modalidad terapéutica minimamente invasiva con
demostrada eficacia en el tratamiento de diversas neoplasias, presenta limitaciones
técnicas inherentes y potenciales efectos adversos que deben ser considerados
meticulosamente en la planificacion e desarrollo del procedimiento. Las limitaciones
técnicas, derivadas tanto de las caracteristicas fisicas del sistema de ablacion como de
las propiedades bioldgicas del tejido diana, pueden condicionar significativamente la
eficacia del procedimiento. Simultdaneamente, el espectro de efectos adversos
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potenciales, que abarca desde complicaciones inmediatas hasta secuelas tardias,
requiere un abordaje sistematico tanto en su prevencién como en su manejo
terapéutico.

1.1.4.1. Limitaciones relacionadas con el tamano tumoral y geometria

El tamafio tumoral representa una limitaciéon técnica fundamental en la RFA, cuya
relevancia deriva de los principios fisicos que gobiernan la transferencia térmica en
tejidos y las caracteristicas inherentes de los sistemas de ablacion disponibles en la
actualidad. Las restricciones dimensionales se establecen generalmente en un umbral
maximo de 3-5 cm de didametro para lesiones Unicas tratadas mediante electrodos
convencionales, aunque esta limitacion puede variar significativamente en funcién de
las caracteristicas especificas del tejido diana y la configuracién del sistema ablativo
empleado (Lee et al., 2004b; Stippel et al., 2004).

La penetracién térmica efectiva constituye el factor fisico determinante en esta
limitacién dimensional, caracterizdndose por un gradiente térmico que decrece
exponencialmente desde el punto de aplicacién energética. Este fendmeno resulta en
una distribucion térmica heterogénea en voliumenes tisulares extensos, donde las
regiones periféricas pueden no alcanzar temperaturas citotdxicas efectivas (superiores
a 60 °C) mientras las zonas centrales experimentan sobrecalentamiento y potencial
carbonizacion (Nikfarjam et al., 2005; Goldberg et al., 2000; Ahmed et al., 2011, 2014).
La relacién entre el volumen de tejido efectivamente tratado y la energia aplicada no
mantiene una proporcidén lineal, observandose una eficiencia decreciente en la
ablacion de lesiones de mayor tamano (Ellis et al., 2004; Ahmed et al., 2011).

La geometria tumoral irregular presenta desafios técnicos adicionales que trascienden
las limitaciones puramente dimensionales. Las configuraciones morfoldgicas
complejas requieren estrategias de ablacién adaptadas. El posicionamiento secuencial
del electrodo en multiples localizaciones, técnica que incrementa la complejidad del
procedimiento y puede resultar en zonas de solapamiento térmico subodptimo o
regiones periféricas inadecuadamente tratadas. La implementaciéon de sistemas de
electrodo multiple, si bien permite abordar volimenes mayores y geometrias
complejas, introduce variables adicionales en términos de interaccién térmica entre
zonas de ablacion y complejidad en la monitorizacién del procedimiento (Ellis et al.,
2004; Ahmed et al., 2011,).

Las limitaciones geométricas se extienden mas alld del volumen tumoral propiamente
dicho, requiriendo la consideracion de margenes de seguridad oncolégicos. La obtencion
de margenes adecuados (tipicamente 0,5-1,0 cm) en lesiones de morfologia irregular
puede resultar técnicamente compleja, particularmente en localizaciones anatémicas
donde la expansién del volumen de tratamiento puede comprometer estructuras
adyacentes criticas (Curley et al., 2000; Chen et al., 2006; Ahmed et al., 2014).
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Por tanto, la planificacion pre-procedimiento mediante técnicas de imagen avanzada
resulta fundamental para abordar estas limitaciones, permitiendo la caracterizaciéon
volumétrica precisa y la identificacion de patrones de crecimiento irregular que
pudieran comprometer la eficacia del tratamiento. La implementacidn de sistemas de
navegacion asistida por imagen y planificacién computarizada ha permitido optimizar
las estrategias de abordaje de lesiones geométricamente complejas, aunque las
limitaciones fundamentales relacionadas con la fisica de la transferencia térmica
persisten (Goldberg et al., 2000, Lee et al., 2004b, Livraghi et al., 1999).

Los avances tecnoldgicos recientes en el disefio de electrodos, incluyendo sistemas
expandibles de geometria variable y dispositivos de ablacion conformacional, han
permitido ampliar los limites dimensionales y mejorar la adaptabilidad a
configuraciones tumorales irregulares. No obstante, la seleccidn apropiada de casos
considerando las limitaciones especificas relacionadas con el tamafio y la geometria
tumoral contintda siendo un factor critico en la optimizacion de los resultados
terapéuticos (Ahmed et al., 2011, Lu et al., 2003, Solbiati et al., 2001, Stippel et
al., 2004).

La investigacidon actual en el campo se orienta hacia el desarrollo de estrategias
innovadoras para superar estas limitaciones, incluyendo la implementacion de
sistemas de ablacion multimodal, algoritmos de control térmico adaptativo y
tecnologias de monitorizacién en tiempo real que permitan una mejor adaptacién a
las caracteristicas morfoldgicas especificas de cada lesion.

1.1.4.2. Limitaciones por localizacion anatomica

La localizacién anatdmica de la lesion diana constituye un factor determinante que
puede condicionar significativamente tanto la viabilidad técnica como la seguridad
del procedimiento ablativo. Las restricciones derivadas del contexto anatdmico
especifico requieren una consideracion meticulosa durante la fase de planificacién
terapéutica, pudiendo constituir en determinados casos una contraindicacidon
absoluta para la técnica.

La proximidad a estructuras vasculares mayores es, sin duda, una de las limitaciones
fundamentales que trasciende el mero efecto sumidero térmico. La conduccion
térmica a través de la pared vascular puede resultar en alteraciones estructurales que
comprometan su integridad, con riesgo potencial de complicaciones hemorragicas
graves. Esta consideracidn resulta particularmente relevante en el contexto de
lesiones perivasculares hepaticas, donde la proximidad a ramas portales o
suprahepaticas puede limitar significativamente el margen terapéutico de seguridad.
Ademas del dafio térmico, el reposicionamiento del electrodo en lesiones irregulares
también puede comprometer la seguridad del procedimiento.
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Las lesiones adyacentes a estructuras ductales, particularmente en el contexto
perihiliar hepatico o pancredtico, presentan desafios técnicos especificos. La
susceptibilidad térmica del epitelio ductal puede resultar en procesos estendticos
tardios, mientras que la lesidén térmica directa puede manifestarse en forma de fistulas
o deterioro funcional progresivo. La implementacion de estrategias de proteccién
ductal, incluyendo la infusidon de soluciones refrigeradas o el empleo de sistemas de
aislamiento térmico, presenta limitaciones técnicas significativas y eficacia variable.

La proximidad a estructuras neurales criticas constituye una limitacidon técnica
relevante, particularmente en el contexto de lesiones paravertebrales o localizadas en
proximidad a troncos nerviosos mayores. La sensibilidad térmica del tejido neural,
caracterizada por umbrales de lesion irreversible significativamente inferiores a los
establecidos para otros tejidos, requiere la implementacion de margenes de seguridad
ampliados que pueden comprometer la eficacia del tratamiento en lesiones
anatémicamente complejas.

Las lesiones subdiafragmaticas también presentan desafios técnicos especificos
relacionados con el movimiento respiratorio. La excursion diafragmadtica puede
comprometer la precisidn en el posicionamiento del electrodo y la estabilidad durante
el procedimiento ablativo, requiriendo frecuentemente técnicas de control
respiratorio que incrementan la complejidad técnica. Esta limitacidn resulta
particularmente relevante en el abordaje de lesiones hepdaticas subcapsulares o
adrenales derechas.

En general, el acceso a lesiones profundas, representa un desafio técnico significativo
gue puede comprometer la eficacia del procedimiento o aumentar el riesgo dafiando
o lacerando alguna estructura al posicionar el electrodo. La necesidad de trayectorias
de acceso extensas puede resultar en desviaciones significativas respecto a la
planificacion inicial, particularmente en tejidos de consistencia heterogénea.
Adicionalmente, la longitud del trayecto puede comprometer la precision en la
transmision de energia y la distribucién térmica efectiva, especialmente en sistemas
monopolares.

La proximidad a estructuras éseas introduce limitaciones especificas relacionadas con
las caracteristicas de conduccion térmica del tejido déseo y su efecto sobre la
distribucién energética. La elevada impedancia del tejido éseo puede resultar en
distorsiones significativas del campo eléctrico, comprometiendo la homogeneidad de
la lesidn térmica en tejidos adyacentes.

Las lesiones superficiales, particularmente aquellas con componente exofitico o
infiltracion cutdnea, presentan limitaciones técnicas relacionadas con el riesgo de
lesion térmica cutanea y la dificultad para obtener margenes de tratamiento
adecuados. La implementacion de sistemas de refrigeracion superficial presenta
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eficacia limitada en estas localizaciones, requiriendo frecuentemente modificaciones
significativas en los protocolos estandar de ablacidn.

La consideracion integrada de estas limitaciones anatdmicas resulta fundamental en el
proceso de seleccidon de casos y planificacion terapéutica. En muchas ocasiones se
deben considerar modalidades terapéuticas alternativas cuando se comprometan
significativamente la seguridad o eficacia del procedimiento ablativo.

1.1.4.3. Limitaciones relacionadas con la conductividad tisular

Las propiedades dieléctricas y la conductividad tisular representan parametros
fundamentales que condicionan significativamente la eficacia de la RFA, constituyendo
un factor limitante critico. La heterogeneidad en las caracteristicas conductivas de los
diferentes tejidos bioldgicos introduce variables complejas que afectan tanto a la
distribucién espacial de la energia como a la eficiencia en la generaciéon térmica (Mulier
et al., 2002, Shiozawa et al., 2009).

La conductividad tisular, determinada fundamentalmente por el contenido
electrolitico y la estructura molecular del tejido, presenta variaciones significativas
entre diferentes tipos histolégicos. Los tejidos con elevado contenido en agua y
electrolitos, caracteristicamente el tejido muscular y las neoplasias bien
vascularizadas, exhiben conductividades eléctricas relativamente elevadas que
facilitan la transmisidn energética inicial. Sin embargo, esta caracteristica puede
resultar paraddjicamente limitante debido a la rapida elevacion térmica local que
puede conducir a fendmenos de desecacién y carbonizaciéon precoz (Ahmed et al.,
2011, Ahmed et al., 2014, Curley et al., 2000, Kim et al., 2010).

El componente fibrético tisular constituye una limitacion técnica particular,
caracterizandose por una conductividad eléctrica reducida que compromete
significativamente la eficiencia en la transferencia energética. Las lesiones con
significativo contenido en coldgeno o tejido cicatricial presentan patrones de
calentamiento subdptimos, requiriendo frecuentemente modificaciones sustanciales
en los protocolos estandares de ablacion. Esta limitacidn resulta particularmente
relevante en el contexto de lesiones previamente tratadas o en tejidos sometidos a
terapias que inducen fibrosis (Ahmed et al., 2011, Ahmed et al., 2014, Chen et al., 2006,
Goldberg et al., 2000, Livraghi et al., 1999).

La variabilidad en la impedancia tisular durante el procedimiento ablativo representa
un desafio técnico significativo. El incremento progresivo de la impedancia local,
consecuencia de la desecacidn tisular y la formacion de gas, puede resultar en una
reduccion critica de la transferencia energética efectiva (Mulier et al., 2002; Lu et
al., 2003; Stippel et al., 2004; Nikfarjam et al., 2005). Este fendmeno, particularmente
pronunciado en tejidos con elevada conductividad inicial, puede limitar

22 2. Introduccién general



significativamente el volumen final de ablaciéon alcanzable mediante sistemas
convencionales.

Las modificaciones dindmicas en las propiedades dieléctricas tisulares durante el
proceso ablativo introducen un nivel adicional de complejidad. La elevacion térmica
progresiva induce alteraciones estructurales que modifican significativamente las
caracteristicas conductivas del tejido, estableciendo un patrén de retroalimentacién que
puede resultar en distribuciones térmicas heterogéneas y margenes de ablacidén
irregulares. La caracterizacion precisa de estas modificaciones dinamicas resulta
técnicamente compleja, limitando la capacidad de implementar estrategias de
compensacion efectivas. Ademas, la anisotropia en la conductividad tisular, adquiere
especial relevancia en el contexto de lesiones infiltrativas que afectan a multiples planos
tisulares con propiedades conductivas divergentes (Solbiati et al., 2001; Lee et al., 2004b;
Chen et al., 2006; Shiozawa et al., 2009; Ahmed et al., 2011; Ahmed et al., 2014).

Los avances tecnoldgicos orientados a superar estas limitaciones incluyen el desarrollo
de sistemas de control de impedancia adaptativos y algoritmos de modulaciéon
energética que responden dinamicamente a las modificaciones en las caracteristicas
conductivas tisulares. No obstante, las limitaciones fundamentales derivadas de la
heterogeneidad conductiva inherente a los tejidos biolégicos persisten como un factor
critico en la optimizacién de los procedimientos ablativos.

1.1.4.4. Efecto sumidero vascular

El efecto sumidero vascular, también denominado "heat sink effect" en la literatura
cientifica internacional, constituye una limitacién biofisica fundamental en los
procedimientos de RFA, caracterizada por la disipacion térmica acelerada en tejidos
con elevada perfusién vascular o proximidad a estructuras vasculares significativas.
Este fendmeno termodinamico representa un desafio técnico considerable que puede
comprometer la eficacia del procedimiento ablativo (Lu et al., 2002).

La magnitud del efecto sumidero vascular se correlaciona directamente con diversos
parametros hemodindmicos y anatdémicos cuantificables. El didmetro vascular
constituye un factor determinante primario, observandose una relacién exponencial
entre el calibre del vaso y la capacidad de disipacion térmica. Estudios experimentales
han demostrado que vasos con didmetros superiores a 3 mm pueden generar
gradientes térmicos significativos en el tejido perivascular, comprometiendo la
consecucion de temperaturas citotoxicas efectivas en estos territorios. La velocidad
del flujo sanguineo representa un segundo parametro critico, estableciéndose una
correlacion lineal entre la velocidad de flujo y la magnitud del efecto sumidero,
particularmente relevante en territorios arteriales de alto flujo (Lu et al., 2003; Stippel
et al., 2004; Laeseke et al., 2005).
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La caracterizacion termodinamica del efecto sumidero vascular puede modelizarse
mediante ecuaciones de transferencia de calor que incorporan términos especificos
para la perfusion tisular. La ecuacion de biotransferencia de calor de Pennes (1948),
anteriormente mencionada y frecuentemente empleada en la modelizaciéon de
procedimientos ablativos, incorpora un término de perfusion que cuantifica la
disipacion térmica asociada al flujo sanguineo: pc (0T/0t) = V-(kVT) + P - WbCb (T-Tb),
donde Wb representa el término de perfusién sanguinea, factor determinante en la
magnitud del efecto sumidero.

Las implicaciones clinicas del efecto sumidero vascular se manifiestan particularmente
en determinadas localizaciones anatémicas. En el contexto hepatico, la arquitectura
vascular dual y la presencia de vasos portales y suprahepaticos de calibre significativo
pueden resultar en zonas de ablacién incompleta o irregular. Las lesiones perihiliares
presentan desafios especificos debido a la concentracién de estructuras vasculares
mayores, requiriendo frecuentemente estrategias técnicas adaptadas para compensar
el efecto sumidero (Goldberg et al., 1998; Haemmerich et al., 2003).

Las estrategias técnicas desarrolladas para mitigar el efecto sumidero vascular incluyen
la implementacion de sistemas de ablacidon de alta potencia que permiten una
deposicion energética acelerada, aunque esta aproximacidén presenta limitaciones
relacionadas con el riesgo incrementado de carbonizacion tisular, el empleo de
técnicas de oclusion vascular temporal, mediante compresidon externa o embolizacion
selectiva, que si bien puede resultar efectiva en determinados contextos, introduce
riesgos adicionales y complejidad técnica al procedimiento y la utilizacién de sistemas
de electrodo multiple con disposicion perilesional que permite la creacién de
gradientes térmicos convergentes, aunque puede resultar técnicamente compleja (Lu
et al., 2002; Lee et al., 2004c; Laeseke et al., 2005; Ahmed et al., 2011).

Los avances tecnoldgicos recientes orientados a la superacion del efecto sumidero
incluyen el desarrollo de algoritmos de control térmico adaptativos que modulan la
deposicion energética en funcién de la respuesta térmica local (Laeseke et al., 2005).
Sin embargo, las limitaciones fundamentales derivadas de los principios
termodindmicos subyacentes persisten como un factor critico en la optimizacion de
procedimientos ablativos en territorios altamente vascularizados, teniendo que
recurrir en ocasiones a otras modalidades ablativas.

1.1.4.5. Limitaciones en la monitorizacion en tiempo real

La monitorizacion en tiempo real durante los procedimientos de RFA constituye un
aspecto critico que presenta limitaciones técnicas significativas, condicionando tanto
la precisidon en la ejecucion del procedimiento como la evaluacion inmediata de su
eficacia. Estas restricciones técnicas afectan a multiples aspectos del proceso de
monitorizacion, incluyendo la visualizacion directa de la lesion ablativa, la
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caracterizacion de los gradientes térmicos y la evaluacion de la integridad de
estructuras anatdmicas adyacentes (Rhim et al., 2001). La ecografia, modalidad
frecuentemente empleada por su accesibilidad y capacidad de visualizacidn en tiempo
real, se ve significativamente afectada por la formacion de artefactos acusticos
derivados de la vaporizacidn tisular (Lee et al., 2013; Kim et al., 2015).

La generacién de microburbujas durante el proceso ablativo resulta en la formacién de
una interfaz hiperecogénica que, si bien puede proporcionar una aproximacién al
volumen tratado, compromete significativamente la discriminacién precisa entre
tejido efectivamente ablacionado y tejido viable residual en la periferia de la lesidon. En
la actualidad el uso complementario del Doppler, la elastografia y el contraste consigue
mejorar la precision en la determinacidon del volumen efectivo ablacionado. La
tomografia computarizada, aunque proporciona superior resolucién espacial y mejor
discriminacion anatdmica, presenta limitaciones especificas en el contexto de la
monitorizacion en tiempo real. Los sistemas de fluoroscopia CT, si bien permiten la
visualizaciéon dindamica durante el procedimiento, exhiben restricciones significativas
en la caracterizacién de los cambios tisulares tempranos inducidos por la ablacion
(Chaet al.,, 2000). La formacidon de artefactos por endurecimiento del haz en
proximidad al electrodo y las modificaciones en la atenuacién tisular asociadas al
proceso ablativo pueden comprometer significativamente la interpretacion precisa de
las imagenes durante el procedimiento.

La monitorizacion térmica constituye un aspecto particularmente desafiante en los
procedimientos de RFA. Los sistemas actuales de termometria, tipicamente basados
en sensores térmicos integrados en el electrodo o dispositivos de monitorizacion
puntual, proporcionan informacion limitada sobre la distribucion espacial de la
temperatura en el volumen tratado (Goldberg et al.,, 1998; Lu et al., 2002). Esta
restriccion resulta particularmente relevante considerando la naturaleza
tridimensional del proceso ablativo y la importancia critica de los gradientes térmicos
en la determinacién de la eficacia del tratamiento.

La caracterizacién en tiempo real de las modificaciones en la impedancia tisular,
aunque proporciona informacién valiosa sobre la evolucién del proceso ablativo,
presenta las mismas limitaciones que la termometria en la prediccion precisa del
volumen de tratamiento efectivo (Hines-Peralta et al., 2004). La correlacion entre los
cambios en la impedancia y la extension real de la necrosis térmica puede verse
afectada por multiples variables, incluyendo la heterogeneidad tisular, la perfusion
local y las modificaciones dinamicas en las propiedades dieléctricas del tejido durante
el procedimiento.
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1.1.4.6. Efectos adversos y complicaciones

La RFA, pese a su perfil de seguridad favorable como procedimiento minimamente
invasivo, puede asociarse con un espectro de complicaciones que requieren
consideracion especifica en la practica clinica.

Las complicaciones hemorragicas constituyen una de las categorias principales de
eventos adversos, manifestandose con una incidencia reportada del 0,5-2.8 % en
series amplias. La hemorragia puede producirse tanto en la fase intraprocedimiento,
frecuentemente asociada a lesidén vascular directa durante el posicionamiento del
electrodo, como en el periodo post-ablacion inmediato, relacionada con la
fragmentacion térmica de estructuras vasculares. Las hemorragias graves, aunque
infrecuentes (<1 %), pueden requerir intervencién urgente, particularmente en
localizaciones anatémicas criticas (Wood et al., 2000; Mulier et al., 2002; Rhim et
al., 2004; Kong et al., 2009; Fonseca et al., 2014; Park et al., 2017; Sato et al., 2017;
Maeda et al., 2020; Bertolotti et al., 2023; Jo et al., 2023; Kulkarni et al., 2024).

Las complicaciones térmicas representan otra categoria significativa, incluyendo las
guemaduras cutdneas en el sitio de la placa dispersiva, con una incidencia del 0,1-0,3 %.
Las lesiones térmicas de estructuras anatdomicas adyacentes pueden manifestarse
como fistulas, estenosis ductales tardias o lesiones neurales permanentes,
especialmente en procedimientos que involucran estructuras perivasculares o
peribiliares. La implementacion sistematica de protocolos de monitorizacion térmicay
el posicionamiento optimizado de las placas dispersivas han contribuido a reducir
significativamente su incidencia (Rhim et al., 2004).

Los procesos infecciosos post-ablacién emergen como una complicacién relevante,
con tasas de incidencia que oscilan entre el 0,3-2,5 %. La infeccion del drea necrética
representa el patron mas frecuente, pudiendo evolucionar hacia la formacion de
abscesos que requieren drenaje percutaneo o intervencion quirdrgica. La profilaxis
antibidtica selectiva en procedimientos de alto riesgo ha demostrado reducir
significativamente esta complicacidon (Nakagomi et al., 2021).

Las respuestas sistémicas post-ablacion, incluyendo el sindrome post-ablacion, se
caracterizan por manifestaciones como fiebre, malestar general y alteraciones
transitorias de la funcién hepatica, afectando aproximadamente al 30-40% de los
pacientes sometidos a ablaciones extensas (Kong et al., 2009).

La lesidon de estructuras criticas adyacentes constituye una preocupacién especifica,
manifestandose como neuropatias persistentes (0,2-1,8 %), lesiones pleurales con
neumotdrax subsecuente (0,1-0,4 %) o alteraciones funcionales de érganos préximos
al area de tratamiento. La caracterizacidén precisa mediante técnicas de imagen pre-
procedimiento y la implementacion de estrategias de proteccion especificas resultan
fundamentales en su prevencién (Thamtorawat et al., 2022; Tual et al., 2022).
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Los efectos adversos tardios, aunque menos frecuentes, incluyen la estenosis biliar
progresiva en ablaciones perihiliares (1,5-3,8 %), la formacién de fistulas crénicas (0,1-
0,5%) y alteraciones funcionales persistentes relacionadas con la pérdida de
parénquima funcional. La monitorizacion a largo plazo resulta esencial para la
identificacion y manejo de estas complicaciones tardias (Lim y Kuo, 2022; Singh et al.,
2022; Santalla-Hernandez et al., 2023; Hussein et al., 2024; Issa et al., 2024).

La mortalidad directamente atribuible al procedimiento se mantiene en rangos muy
bajos (<0,3%) en centros con experiencia, aunque puede incrementarse
significativamente en pacientes con comorbilidades graves o en procedimientos
técnicamente complejos. La seleccién apropiada de casos y el uso de protocolos
estandarizados de manejo peri-procedimiento constituyen elementos criticos en la
minimizacion del riesgo (Curley et al., 2000; Wood et al., 2000; Solbiati et al., 2001;
Mulier et al., 2002; Sato et al., 2017).

1.2. Otras terapias ablativas locales

La terapéutica ablativa local en oncologia comprende un espectro diversificado de
modalidades que, junto con la RFA, constituyen alternativas minimamente invasivas
para el tratamiento de neoplasias. La relevancia de estas en el contexto clinico actual,
asi como su frecuente mencidn en la literatura cientifica en relacion con la RFA, justifica
un analisis pormenorizado de sus caracteristicas fundamentales, limitaciones especificas
y evidencia clinica disponible. Si bien estas técnicas presentan mecanismos de accion
diferenciados, comparten principios fundamentales en cuanto a su aplicacién local y
objetivo terapéutico de destruccién tisular controlada. La literatura médica
frecuentemente aborda estas modalidades de manera interrelacionada, estableciendo
analisis comparativos de eficacia, seguridad y aplicabilidad clinica que resultan
fundamentales para la optimizacién de los protocolos terapéuticos en la practica clinica.

La diversificacion tecnoldgica en este campo ha seguido una progresion sistematica,
desde modalidades térmicas fundamentales como la radiofrecuencia y las microondas,
basadas en principios electromagnéticos, hasta el desarrollo de técnicas mas complejas
fundamentadas en mecanismos eléctricos puros o aproximaciones quimicas especificas.
Esta evolucion metodoldgica refleja la busqueda continua de procedimientos cada vez
mas selectivos y eficaces, adaptados a las particularidades tisulares y los requerimientos
terapéuticos especificos de cada contexto clinico. La traslacién de estas modalidades
desde la medicina humana hacia la practica veterinaria ha seguido un patrén evolutivo
caracteristico, inicialmente fundamentado en estudios experimentales que utilizaban
modelos animales para la validacion de técnicas, hasta el desarrollo actual de protocolos
especificamente adaptados a las particularidades anatdmicas y fisioldgicas de los
pacientes veterinarios.
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1.2.1. Terapias ablativas térmicas

1.2.1.1. Microondas

La ablacién por microondas representa una evolucion tecnoldgica significativa dentro
del espectro de las terapias ablativas térmicas, fundamentada en principios fisicos
distintivos que la diferencian de la RFA. Esta modalidad utiliza radiacion
electromagnética en el espectro de las microondas (tipicamente 915 MHz o 2,45 GHz)
para inducir agitaciéon molecular y generacion térmica mediante rotacién dipolar, en
contraste con el mecanismo de agitacion idnica caracteristico de la radiofrecuencia
(Brace, 2009; Lubner et al., 2010). Esta diferencia fundamental en el mecanismo de
accién confiere a la ablacion por microondas ventajas tedricas significativas,
incluyendo la capacidad de generar volimenes de ablacién mas extensos en menor
tiempo, menor susceptibilidad al efecto sumidero vascular y la capacidad de mantener
temperaturas efectivas en tejidos con impedancia elevada o carbonizados (Yu et
al., 2011; Truijillo et al., 2020; Truijillo et al., 2024).

En medicina humana, su aplicacion se ha consolidado principalmente en el tratamiento
de neoplasias hepaticas, pulmonares y renales, donde las caracteristicas especificas de
la técnica permiten superar algunas limitaciones inherentes a la radiofrecuencia,
particularmente en lesiones de mayor tamafo o proximidad a estructuras vasculares
significativas (Brace, 2009; Lubner et al., 2010; Yu et al., 2011; Trujillo et al., 2020, 2024).
La independencia relativa de la técnica respecto a la impedancia tisular permite
mantener la deposicion energética efectiva incluso en condiciones de carbonizacién
local, fendmeno que tipicamente limita la eficacia de la radiofrecuencia (Yu et al., 2011).

En el contexto veterinario, la implementacién de la ablacién por microondas ha
seguido un patrén de adopcidén mas reciente, con evidencia emergente que sugiere su
potencial utilidad en el tratamiento de neoplasias hepaticas, pulmonares, aunque su
disponibilidad mas limitada y coste superior en comparacion con la radiofrecuencia
han condicionado parcialmente su generalizacién (Qiu-Jie et al., 2011; Mazzaccari et
al., 2017; Yang et al., 2017; Sayag et al., 2023; Solari et al., 2024).

1.2.1.2. Crioablacion

La crioablacion constituye una modalidad terapéutica fundamentada en la aplicaciéon
localizada de temperaturas extremadamente bajas para inducir la destruccidn tisular
mediante mecanismos tanto fisicos como bioldgicos. El desarrollo tecnoldgico de esta
técnica ha evolucionado significativamente desde sus primeras aplicaciones en la década
de 1960, caracterizandose por la transicion desde sistemas basados en nitrégeno liquido
hacia tecnologias modernas que utilizan gases presurizados (tipicamente argdn) en
sistemas de ciclo cerrado con mayor precision en el control térmico. El mecanismo de
accion de la crioablacién se fundamenta en la formacidn de cristales de hielo intra y
extracelulares, deshidratacién celular por gradientes osméticos, disrupcion de
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membranas celulares y dafio microvascular, procesos que confluyen en la generacién de
necrosis tisular isquémica (Gage y Baust, 1998). Una caracteristica distintiva de esta
modalidad ablativa reside en su capacidad para inducir muerte celular mediante ciclos
repetidos de congelacidon-descongelacion, alcanzando temperaturas entre -20 y -40 °C
para garantizar la destruccion tisular efectiva (Baust y Gage, 2005).

En medicina humana, la crioablacién ha encontrado aplicaciones consolidadas en el
tratamiento de neoplasias renales, prostaticas, mamarias y pulmonares, destacando
particularmente su perfil favorable de efectos adversos y la capacidad de visualizacién
precisa de la zona de tratamiento mediante técnicas de imagen convencionales
(Erinjeri y Clark, 2010).

En el dmbito veterinario, la implementacién de la crioablacion se ha orientado
principalmente hacia el tratamiento de neoplasias cutaneas y subcutdneas, aunque su
adopcién ha estado parcialmente limitada por consideraciones econdmicas y la
necesidad de equipamiento especifico (Ciconelli et al.,, 1973; Bagley et al., 1976;
Harvey, 1980; Malawer et al.,, 1988; Wheeler et al., 1989; Bouley et al., 2007; De
Queiroz et al., 2008; Murphy et al., 2011; Han y Kim, 2022) (Figura 9).

A. Radiofrequency ablation

C. Cryoablation

Figura 9. Diferentes técnicas de ablaciéon tumoral local. (A) RFA, el electrodo
transmite energia de radiofrecuencia alternante, generando friccién entre las
moléculas adyacentes, lo que eleva la temperatura del tejido e induce la necrosis
tumoral. (B) Ablacidn por microondas, la antena emite energia de microondas,
incrementando la vibracion de las moléculas de agua circundantes, lo que eleva la
temperatura y provoca la necrosis tumoral. (C) Crioablacion, un gas a alta presion es
conducido a través de una sonda, reduciendo la temperatura circundante y
favoreciendo la necrosis tumoral (Han et al., 2024)
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1.2.1.3. Ultrasonidos focalizados de alta intensidad (HIFU)

Los ultrasonidos focalizados de alta intensidad (High-Intensity Focused Ultrasound,
HIFU) representan una modalidad ablativa no invasiva que ha experimentado un
desarrollo tecnoldgico significativo desde su concepcién inicial en la década de 1940.
Esta técnica se fundamenta en la concentracion de energia acustica de alta intensidad
en un drea especifica, generando efectos térmicos y mecanicos que conducen a la
destruccion tisular localizada. La evolucidon tecnoldgica moderna ha permitido el
desarrollo de sistemas que integran capacidades de imagen en tiempo real mediante
resonancia magnética (MRgFUS) o ecografia (USgFUS), posibilitando la planificacion,
monitorizacion y verificacidn precisa del tratamiento (Haar y Coussios, 2007; Zhang y
Wang, 2010; Zhou, 2011). Los mecanismos de accion del HIFU incluyen la generacion
de temperaturas superiores a 60 °C en el punto focal mediante absorcidn energética,
cavitacién acustica y efectos mecdanicos directos sobre las estructuras celulares. Una
caracteristica distintiva de esta modalidad reside en su capacidad para inducir ablaciéon
tisular sin necesidad de insercion de dispositivos, preservando la integridad de los
tejidos interpuestos entre el transductor y la zona diana (Kim et al., 2008).

En medicina humana, las aplicaciones clinicas del HIFU se han consolidado
principalmente en el tratamiento de fibromas uterinos, adenomiosis, tumores
prostaticos y determinadas neoplasias 6seas, con evidencia emergente en otras
indicaciones oncoldgicas (Kennedy, 2005).

En el contexto veterinario, la implementacion del HIFU ha estado principalmente
limitada a estudios experimentales y a sarcomas, donde ha demostrado potencial
terapéutico (Ryu et al., 2018; Ruger et al., 2023). Las restricciones en su adopcion
generalizada en medicina veterinaria derivan principalmente de la significativa
inversion tecnoldgica requerida, la necesidad de equipamiento especifico.

1.2.1.4. Electroporacion irreversible de alta frecuencia (HiFIRE)

La electroporacion irreversible de alta frecuencia (High Frequency Irreversible
Electroporation, HiFIRE) representa una innovacidon tecnolégica emergente que
combina los principios de la electroporacion irreversible tradicional con pulsos
eléctricos de alta frecuencia, constituyendo una modalidad ablativa hibrida que busca
optimizar la destruccidn tisular selectiva. Esta técnica, desarrollada inicialmente en la
ultima década, se fundamenta en la aplicacion de pulsos eléctricos de alta frecuencia
(tipicamente en el rango de 100-500 kHz) que inducen la formacién de nanoporos
permanentes en las membranas celulares, comprometiendo irreversiblemente su
integridad estructural y funcional (Arena et al., 2011; Siddiqui et al., 2016; Mercadal et
al., 2020; Partridge et al., 2022; Shu et al., 2022).

La caracteristica distintiva de la HiFIRE, en comparacidon con la electroporacion
irreversible convencional, reside en su capacidad para minimizar la estimulacion
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neuromuscular mediante el empleo de frecuencias superiores al umbral de
despolarizacidon, reduciendo significativamente la necesidad de bloqueo
neuromuscular profundo durante el procedimiento (Shu et al., 2022).

En medicina humana, las aplicaciones clinicas de la HiFIRE se encuentran actualmente
en fase de investigacion y validacién, con estudios preliminares que sugieren su
potencial utilidad en el tratamiento de neoplasias pancredticas, hepdticas vy
prostaticas, particularmente en contextos donde la preservacion de estructuras
vasculares y ductales resulta critica. En el ambito veterinario, la experiencia con HiFIRE
permanece limitada principalmente al contexto experimental, donde se ha empleado
como modelo para la validacion de parametros técnicos y la caracterizaciéon de
respuestas tisulares, aunque su potencial terapéutico en la practica clinica veterinaria
regular permanece en evaluacion y ya hay una publicacién en un paciente con un
carcinoma pulmonar (Hay et al., 2024).

1.2.2. Terapias ablativas eléctricas

1.2.2.1. Electroporacion irreversible (IRE)

La electroporacion irreversible (IRE) constituye una modalidad ablativa no térmica que
ha emergido como una alternativa terapéutica significativa en el tratamiento de
neoplasias localizadas. Esta técnica, fundamentada en la aplicacién de pulsos eléctricos
de alto voltaje y corta duracion (tipicamente 50-100 us), induce la formacién de
defectos nanométricos permanentes en las membranas celulares, comprometiendo
irreversiblemente la homeostasis celular y conduciendo a la muerte celular
programada (Davalos et al, 2005; Rubinsky et al., 2007; Davalos et al, 2015). El
desarrollo tecnoldgico de la IRE ha evolucionado desde su concepcidn inicial en el
ambito de la biotecnologia hacia su aplicacién terapéutica mediante sistemas
comerciales que permiten la administracion controlada de pulsos eléctricos
sincronizados con el ciclo cardiaco.

Una caracteristica distintiva fundamental de esta modalidad reside en su mecanismo
de accién no térmica, que permite la preservacién de la arquitectura estructural de la
matriz extracelular y la integridad de estructuras vasculares y ductales adyacentes,
posibilitando su aplicacidon en localizaciones anatdmicas criticas donde las terapias
ablativas térmicas convencionales presentan limitaciones significativas (Edd et al.,
2006; Deodhar et al., 2011; Monleon et al., 2022; George et al., 2024).

En medicina humana, la IRE ha encontrado aplicaciones consolidadas principalmente
en el tratamiento de neoplasias renales, carcinomas hepatobiliares y tumores
prostaticos, con evidencia emergente que sugiere su potencial utilidad en otras
indicaciones oncoldgicas donde la preservacion de la arquitectura tisular resulta critica
(Tracy et al., 2011, Philips et al., 2013; Walsh et al., 2018; Zhou et al., 2020; George et
al., 2024).
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En el contexto veterinario, la implementacion de la IRE se ha centrado inicialmente en
estudios experimentales que han contribuido significativamente a la caracterizacion
de parametros técnicos y respuestas tisulares, particularmente en localizaciones
anatémicas complejas donde las modalidades ablativas convencionales presentan
restricciones técnicas o riesgos significativos (Garcia et al., 2011; Thomson et al., 2011,
Zhang et al., 2017; Butty et al., 2022; Xing et al., 2024).

1.2.2.2. Electroquimioterapia

La electroquimioterapia (EQT) representa una modalidad terapéutica que combina
sinérgicamente el fendmeno de electroporacion reversible con la administracion
sistémica o intratumoral de agentes quimioterapicos, potenciando significativamente
su eficacia citotoxica mediante el incremento transitorio de la permeabilidad de la
membrana celular. Esta técnica, desarrollada inicialmente en la década de 1980, se
fundamenta en la aplicacion de pulsos eléctricos de caracteristicas especificas
(tipicamente 1000 V/cm, 100 ps) que inducen la formacién temporal de poros
nanométricos en las membranas celulares, facilitando la penetracidn intracelular de
farmacos antineoplasicos, particularmente bleomicina y cisplatino, cuya eficacia se ve
incrementada entre 100 y 1000 veces mediante este procedimiento (Mali et al., 2013;
Gehl et al., 2018).

En medicina veterinaria de pequefios animales, la EQT ha experimentado una adopcién
significativa, particularmente en el tratamiento de neoplasias cutaneas y subcutaneas
en perros y gatos, donde ha demostrado tasas de respuesta completa superiores al
80 % en determinadas indicaciones.

En la especie canina, las aplicaciones principales incluyen el tratamiento de carcinomas
de células escamosas, mastocitomas, sarcomas de tejidos blandos y melanomas, con
protocolos especificamente adaptados que consideran las particularidades
histoldgicas y el comportamiento bioldgico de cada tipo tumoral (Cemazar et al., 2008;
Kodre et al., 2009; Spugnini y Baldi, 2014; Lowe et al., 2017; Maglietti et al., 2017;
Spugnini y Baldi, 2019; Spugnini et al., 2022).

En la especie felina, la técnica ha demostrado particular eficacia en el manejo de
carcinomas de células escamosas, especialmente en localizaciones faciales y
extremidades distales, asi como en sarcomas post-inyeccién, donde la preservacion de
tejidos adyacentes resulta critica (Spugnini et al.,, 2011, 2015). Las ventajas
significativas de la EQT en medicina veterinaria incluyen la posibilidad de realizar
procedimientos ambulatorios bajo sedacién moderada, la capacidad de repetir
tratamientos en caso necesario, la preservacion de la funcionalidad tisular y resultados
cosmeéticos favorables, factores que han contribuido a su creciente implementacion en
la practica oncoldgica veterinaria.
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1.2.3. Terapias ablativas quimicas

1.2.3.1. Esclerosis con etanol

La esclerosis con etanol, también denominada ablacidn percutanea con etanol (PEI) o
etanolizacién, representa una de las primeras modalidades ablativas implementadas
sistematicamente en la practica clinica. Esta técnica, fundamentada en la capacidad
del etanol para inducir desnaturalizacion proteica, necrosis coagulativa y trombosis
vascular microscopica, fue inicialmente desarrollada en la década de 1980 para el
tratamiento de carcinomas hepatocelulares de pequefio tamafio. La evolucion de la
técnica ha estado caracterizada por la optimizacion de los protocolos de
administracion y la expansidon de sus indicaciones, particularmente en lesiones
hipervasculares donde la difusion del etanol se ve facilitada por las caracteristicas
arquitecturales del tejido.

En medicina humana, su aplicacion se ha consolidado principalmente en el tratamiento
de carcinomas hepatocelulares en estadios iniciales, nddulos tiroideos y determinadas
lesiones endocrinas, donde ha demostrado tasas de respuesta significativas en
lesiones seleccionadas de dimensiones reducidas (Livraghi et al., 1986; Shiina et
al., 1987; Livraghi et al., 1988; Lencioni et al., 2003; Zuo et al., 2004; Shiina et al., 2005).

En el ambito veterinario, la técnica ha encontrado aplicacion principalmente en el
tratamiento de neoplasias hepatocelulares caninas y determinados tumores
endocrinos, aunque su implementacidn ha sido mas limitada en comparacién con otras
modalidades ablativas, fundamentalmente debido a la dificultad en el control preciso
de la distribucién del agente esclerosante y la variabilidad en la respuesta tisular
(Kawano, 1989; Long et al., 1999; Zvara et al., 1999; Rasor et al., 2007; Guttin et al.,
2015; Sadler et al., 2016; Rank et al., 2023; Yoon et al., 2023; Furusato et al., 2024).

La integracién de técnicas de imagen guiada y el desarrollo de protocolos
especificamente adaptados a las particularidades anatémicas y fisioldgicas de las
diferentes especies han permitido optimizar su aplicacidon en el contexto veterinario,
manteniéndose como una alternativa terapéutica viable en casos seleccionados donde
otras modalidades ablativas pueden presentar limitaciones técnicas o
contraindicaciones especificas.

1.2.4. Otras terapias ablativas emergentes

Entre las modalidades ablativas con aplicacion limitada o emergente en medicina
veterinaria, destacan tecnologias innovadoras que, pese a su desarrollo significativo o
incipiente implementacién en medicina humana, presentan restricciones en su
aplicacion veterinaria por consideraciones técnicas, econdmicas o metodoldgicas
especificas.
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La ablacion por vapor de agua, desarrollada inicialmente para el tratamiento de
hiperplasia prostatica benigna en humanos, representa una modalidad térmica
emergente que utiliza la energia caldrica del vapor presurizado (100-120 °C) para inducir
necrosis tisular controlada mediante transferencia energética convectiva (McVary et
al.,, 2016). Esta tecnologia ha demostrado resultados prometedores en estudios
preliminares para el tratamiento de neoplasias prostaticas y renales en medicina
humana, aunque su aplicacion en el ambito veterinario permanece circunscrita a
contextos experimentales que requieren validacion adicional.

La terapia fotodinamica, fundamentada en la activacion luminica especifica de
fotosensibilizadores que generan especies reactivas de oxigeno citotdxicas, mantiene
aplicaciones consolidadas en oncologia humana, particularmente en lesiones
superficiales accesibles a la irradiacion directa (Agostinis et al., 2011; Wang et al, 2021;
Rodrigues y Correia, 2023). Sin embargo, su implementacion en medicina veterinaria se
ha visto limitada por consideraciones relacionadas con la fotosensibilizacién prolongada
post-tratamiento y los requisitos especificos de proteccidon luminica, factores que
comprometen significativamente su aplicabilidad.

La ablacidn por plasma frio atmosférico representa otra modalidad emergente que
utiliza plasma ionizado para inducir efectos citotoxicos selectivos mediante la
generacion de especies reactivas y campos electromagnéticos localizados (Keidar et
al., 2011). Si bien los estudios preliminares en medicina humana sugieren potencial
terapéutico significativo, particularmente en lesiones superficiales y aplicaciones
dermatoldgicas, su traslacidon al dmbito veterinario permanece en fases iniciales de
investigacion que requieren caracterizacion adicional de pardametros técnicos
especificos y validacion de protocolos adaptados.

La sonodinamia, modalidad terapéutica que combina ultrasonidos de baja intensidad
con agentes sonosensibilizadores especificos, constituye otra aproximacién innovadora
en desarrollo, aunque su aplicacion actual en medicina veterinaria se limita
principalmente a protocolos de investigacién que exploran su potencial terapéutico en
modelos experimentales especificos (McHale et al., 2016).

1.3. Fundamentos inmunolaégicos

La RFA trasciende significativamente su conceptualizacidn inicial como una modalidad
puramente ablativa térmica, constituyendo un procedimiento terapéutico que
desencadena una compleja cascada de eventos biolégicos con profundas implicaciones
inmunoldgicas (Chu y Dupuy, 2014; Slovak et al., 2017).

La interaccion entre los efectos térmicos directos y la subsecuente respuesta
inmunitaria del organismo establece un paradigma terapéutico que integra mecanismos
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de destruccién tisular inmediata con procesos de inmunomodulacién a medio y largo
plazo (Chu y Dupuy, 2014; Slovak et al., 2017). La caracterizacidon precisa de esta
secuencia de acontecimientos, desde la necrosis coagulativa inicial hasta el desarrollo
de respuestas inmunes adaptativas especificas. La muerte celular inducida
térmicamente genera la liberacidon de una amplia gama de sefiales moleculares (Chen y
Nunez, 2010) y celulares que modulan la respuesta inmunitaria, estableciendo un
microambiente local que favorece el reconocimiento antigénico y la activacion de
respuestas inmunes especificas (Chu y Dupuy, 2014; Slovak et al., 2017).

Los procesos de fagocitosis y presentacion antigénica constituyen elementos criticos en
la transicion desde la respuesta inmune innata inicial hacia el desarrollo de inmunidad
adaptativa, con potenciales implicaciones sistémicas que van mas alla del efecto
ablativo local (Kroemer et al., 2013; Galluzzi et al., 2017; Maiorino et al., 2022).

Todos estos mecanismos resultan particularmente relevantes en el contexto oncolégico,
donde la modulacidn de la respuesta inmune puede contribuir significativamente a la
eficacia terapéutica global y al desarrollo de estrategias de tratamiento combinado
(Kepp et al., 2014; Galluzzi et al., 2020).

1.3.1. Procesos de necrosis y muerte celular

La RFA induce una secuencia compleja de eventos biolégicos que culminan en la muerte
celular a través de diversos mecanismos, cuya predominancia y distribucién espacio-
temporal vienen determinadas por las caracteristicas especificas de la deposicion
energética en el tejido diana (van der Zee, 2002; Ahmed et al., 2011; Haen et al., 2011;
Kroemer et al., 2013).

El efecto térmico directo de la radiofrecuencia genera un patrén de lesion tisular
caracteristicamente concéntrico, definido por gradientes térmicos especificos que
determinan zonas distintivas con perfiles de muerte celular diferenciados (Nikfarjam et
al., 2005; Ahmed et al., 2011). La region central, donde se alcanzan temperaturas
superiores a 60 °C, experimenta necrosis coagulativa inmediata mediante multiples
mecanismos moleculares que incluyen desnaturalizacidn proteica irreversible, disrupcién
de membranas celulares y desintegracion de organulos citoplasmaticos. Este proceso se
caracteriza por la agregaciéon molecular aberrante, la pérdida de funcionalidad
enzimatica y el compromiso grave de la integridad estructural celular, manifestandose
histopatoldégicamente como una zona de necrosis coagulativa con caracteristicas
distintivas de eosinofilia citoplasmatica marcada y picnosis nuclear (Goldberg et al., 2005;
Nikfarjam et al., 2005; Goldberg et al., 2009; Ahmed et al., 2011, 2014).

La regidn transicional periférica, sometida a temperaturas entre 42-60 °C, exhibe un
perfil de muerte celular mas complejo y heterogéneo. En esta zona, la lesion térmica
subletal induce la activacion de vias apoptdticas mediante la liberacion de factores
mitocondriales pro-apoptdticos, como el citocromo c, que desencadena la activacién
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secuencial de caspasas iniciadoras y efectoras (Melero et al., 2015; Galluzzi et al., 2018).
Este proceso se acompaifa de alteraciones metabdlicas significativas, incluyendo el
compromiso de la cadena respiratoria mitocondrial y la deplecién progresiva de ATP
celular, que contribuyen a la expansion temporal de la zona de necrosis durante las
primeras 72 h post-ablacion (Melero et al., 2015; Galluzzi et al., 2018).

La zona periférica externa, caracterizada por elevaciones térmicas moderadas entre 37-
42 °C, presenta alteraciones celulares potencialmente reversibles que, no obstante,
pueden evolucionar hacia la muerte celular en funcién de la duracién de la exposicién
térmica y el estado metabdlico tisular basal. En esta region, se observa la activacion de
respuestas adaptativas al estrés térmico, incluyendo la induccion de proteinas de
choque térmico y la modulacién de vias de sefalizacidn celular especificas, que pueden
determinar la supervivencia celular o la progresion hacia la muerte programada
(Rylander et al., 2007; Somu et al., 2024).

La evolucion temporal de la lesidn ablativa sigue una progresion caracteristica que se
extiende mas alld de los efectos térmicos inmediatos. Durante las primeras seis horas
post-ablacidn, se observan alteraciones ultraestructurales prominentes que incluyen
agregacion proteica citoplasmatica, vacuolizacidn celular progresiva y condensacion de
la cromatina nuclear (Lee et al., 2004b; Goldberg et al., 2005, 2009; Ahmed et al., 2014).
Este periodo se caracteriza por la liberacidon masiva de patrones moleculares asociados
a dafo (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP) que inician la cascada
inflamatoria y activan las respuestas inmunes innatas locales (Venereau et al., 2015).

La fase temprana, comprendida entre las 6 y 72 h post-ablacion, se caracteriza por una
infiltracidn leucocitaria progresiva y la activacién de células inflamatorias locales. Este
periodo resulta critico en la determinacion del volumen final de necrosis, ya que los
fenémenos inflamatorios y trombodticos microvasculares contribuyen significativamente
a la expansion de la zona de lesion mediante mecanismos isquémicos secundarios. La
activacion de metaloproteinasas y la liberacién de mediadores inflamatorios establecen
gradientes quimiotacticos que regulan el reclutamiento celular y la progresién de la
respuesta inmune (Patterson et al., 1998; Rock et al., 2010).

La fase tardia, que se desarrolla mas alla de las 72 h, exhibe procesos de organizacion
tisular caracterizados por el desarrollo de tejido de granulacion periférico y el
establecimiento de una interfase inflamatoria definida entre tejido viable y no viable.
Durante este periodo, la neoangiogénesis periférica y la deposicion de matriz
extracelular inician los procesos de reparacidn tisular, mientras que la presentacién
antigénica y la activacion linfocitaria establecen las bases para el desarrollo de
respuestas inmunes adaptativas especificas (Lee et al., 2004b; Goldberg et al., 2005,
2009; Ahmed et al., 2014).

Las caracteristicas ultraestructurales de la lesién ablativa, evaluadas mediante
microscopia electrdnica, revelan un espectro de alteraciones que correlacionan con los
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gradientes térmicos generados durante el procedimiento. Estas modificaciones incluyen
la desorganizacion progresiva del citoesqueleto, la alteracion de dominios de membrana
especializados y la disrupcién de complejos proteicos estructurales, proporcionando
evidencia morfoldgica de los mecanismos moleculares subyacentes a la muerte celular
inducida por radiofrecuencia (Lee et al., 2004b; Goldberg et al., 2005, 2009; Ahmed et
al., 2014).

1.3.2. Respuesta inflamatoria y fagocitosis

La lesion térmica inducida por radiofrecuencia desencadena una respuesta inflamatoria
compleja y altamente regulada que se caracteriza por la activaciéon secuencial de
diversos componentes del sistema inmune innato. Esta cascada de eventos se inicia con
la liberacion masiva de DAMP desde las células necrdticas, moléculas que incluyen ATP
extracelular, proteinas de choque térmico HMGB1 (High Mobility Group Box 1), acidos
nucleicos citosélicos y otros componentes intracelulares que, en condiciones normales,
permanecen compartimentalizados (Chen y Nunez, 2010; Krysko et al., 2012).

La liberacion de estos DAMP activa receptores de reconocimiento de patrones (Pattern
Recognition Receptor, PRR) expresados en células inmunes locales, particularmente
macroéfagos tisulares y células dendriticas, desencadenando la produccién y liberacién
de mediadores proinflamatorios. Esta fase inicial se caracteriza por la secrecion de
citoquinas proinflamatorias primarias, incluyendo TNF-a, IL-1B e IL-6, que establecen
gradientes quimiotacticos y promueven la expresion de moléculas de adhesion en el
endotelio vascular (Bianchi, 2007; Takeuchi y Akira, 2010).

La respuesta vascular temprana se caracteriza por vasodilatacion local y un incremento
significativo en la permeabilidad microvascular, facilitando la extravasacién de proteinas
plasmaticas y el reclutamiento de células inflamatorias circulantes (McDonald et
al., 2010). Los neutrdfilos constituyen la primera poblacién leucocitaria en infiltrar el
tejido ablacionado, alcanzando numeros significativos en las primeras 6-12 h post-
ablacién (McDonald et al., 2010). Estos neutrofilos, ademas de su capacidad fagocitica,
liberan mediadores secundarios incluyendo quimioquinas, proteasas y especies
reactivas de oxigeno que amplifican la respuesta inflamatoria inicial (McDonald et al.,
2010; Kolaczkowska y Kubes, 2013).

La fase fagocitica propiamente dicha se establece con la llegada masiva de
monocitos/macréfagos, que comienza aproximadamente 24-48 h post-ablacion. Estos
fagocitos expresan un amplio repertorio de receptores scavenger y otros receptores de
reconocimiento que facilitan la identificacion y eliminacién de células necroticas y
detritus tisulares. El proceso de fagocitosis se acompafa de la produccion de
mediadores lipidicos, incluyendo prostaglandinas y leucotrienos, que modulan la
intensidad y duracion de la respuesta inflamatoria.
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Los macréfagos tisulares experimentan una polarizacién fenotipica dinamica durante la
evolucién de la lesidn ablativa. Inicialmente predomina un fenotipo proinflamatorio
(M1), caracterizado por la produccion de citoquinas proinflamatorias y la expresion de
enzimas como la o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Gordon y Taylor, 2005).
Posteriormente, la acumulacién de sefiales reguladoras, incluyendo IL-10 y TGF-B,
promueve la transicidon hacia un fenotipo antiinflamatorio/reparador (M2), critico para
la resolucidn de la inflamacién y el inicio de los procesos reparativos (Alonso-Gonzalez y
Hidalgo, 2014).

Las células dendriticas locales y reclutadas desempenan un papel fundamental en el
procesamiento y presentacion de antigenos liberados durante la ablacién (Merad et
al., 2013). Estas células experimentan un proceso de maduracién en respuesta a las
sefiales inflamatorias locales, caracterizado por la regulacidon positiva de moléculas co-
estimuladoras y la migracidn hacia los ganglios linfaticos regionales, donde establecen
la conexion critica entre la respuesta inmune innata y adaptativa (Joffre et al., 2009).

La fagocitosis de células necrodticas induce la activacion de inflamasomas, complejos
multiproteicos que regulan el procesamiento y liberacion de citoquinas proinflamatorias
criticas como IL-1f e IL-18 (Sica y Mantovani, 2012; Murray et al., 2014). La activacion
del inflamasoma NLRP3, particularmente relevante en este contexto, contribuye
significativamente a la amplificacion de la respuesta inflamatoria y la generacién de
sefales de peligro adicionales (Schroder y Tschopp, 2010; Lamkanfi y Dixit, 2014).

El proceso de eliminacion de células necréticas se acompaiia de la liberacidn de factores
de crecimiento y mediadores que promueven la reparacion tisular, incluyendo PDGF,
VEGF y diversos miembros de la familia de TGF-B (Werner y Grose, 2003). Estos factores
estimulan la proliferacion de fibroblastos, la neoangiogénesis y la deposicion de matriz
extracelular, iniciando la transicién hacia la fase reparativa del proceso inflamatorio
(Werner y Grose, 2003; Wynn y Vannella, 2016).

La resolucién de la inflamacidn aguda requiere la activacion de vias reguladoras
especificas que incluyen la produccién de mediadores pro-resolutivos como resolvinas,
protectinas y maresinas (Serhany Levy, 2018). Estos mediadores lipidicos especializados
promueven la eliminacidon de neutrdfilos apoptdticos, la polarizacién de macrofagos
hacia fenotipos reguladores y la restauraciéon de la homeostasis tisular (Nathan vy
Ding, 2010; Nathan, 2022,).

1.3.3. Inmunomodulacién y respuesta adaptativa

La RFA induce modificaciones significativas en el microambiente inmunoldgico local que
trascienden la mera destruccién tisular térmica, estableciendo las condiciones
necesarias para el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa especifica (Mellman
et al., 2011; Palucka y Banchereau, 2012). La liberacidon masiva de antigenos tumorales,
acompafada de sefiales de peligro enddgenas y mediadores inflamatorios, configura un
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escenario inmunoestimulador que facilita la activacion y expansién de respuestas
inmunes especificas contra determinantes antigénicos previamente recluidos en el
compartimento intracelular (Mellman et al., 2011).

El procesamiento y presentacion de antigenos liberados durante la ablacién constituye
un evento critico en la generacién de respuestas adaptativas. Las células dendriticas,
activadas por sefiales de peligro asociadas a dafio tisular, experimentan un proceso de
maduracion caracterizado por la regulacién positiva de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) clases | y Il, asi como moléculas coestimuladoras
incluyendo CD80, CD86 y CD40 (Trombetta y Mellman, 2005; Merad et al., 2013). Esta
maduracion fenotipica se acompaiia de modificaciones funcionales que optimizan su
capacidad de procesamiento y presentacion antigénica, incluyendo la regulacion del pH
fagosomal y la activacién de vias proteoliticas especificas.

La migracién de células dendriticas cargadas con antigenos hacia los ganglios linfaticos
regionales establece el nexo critico entre el sitio de ablacién y el compartimento de
iniciacién de respuestas adaptativas. En el microambiente ganglionar, estas células
profesionales presentadoras de antigeno interactian con linfocitos T naive,
proporcionando las tres sefiales necesarias para la activacion linfocitaria efectiva:
presentacion antigénica restringida por MHC, sefializacion coestimuladora y secrecién
de citoquinas polarizadoras (Alvarez et al., 2008; Chen y Flies, 2013).

La naturaleza de la respuesta adaptativa generada viene determinada
significativamente por el contexto inmunolégico establecido durante la fase inicial post-
ablacién. La predominancia de citoquinas como IL-12, IFN-y y TNF-a favorece la
diferenciaciéon de linfocitos T CD4+ hacia fenotipos Th1l, asociados con respuestas
citotoxicas efectivas (Zhu et al., 2010). Paralelamente, la activacion de linfocitos T CD8+
especificos resulta en la expansion de poblaciones citotdxicas capaces de reconocer y
eliminar células tumorales que expresen antigenos relacionados (Zhang y Bevan, 2011).

La generacion de memoria inmunoldgica constituye un aspecto particularmente
relevante de la respuesta adaptativa post-ablacidon. La caracterizacién de poblaciones
de linfocitos T de memoria central y efectora especificos contra antigenos tumorales
sugiere el establecimiento de una vigilancia inmunolégica prolongada, con potenciales
implicaciones en la prevencion de recurrencias locales y el control de enfermedad
metastasica (den Brok et al., 2004; Mueller et al., 2013; Farber et al., 2014; Velez et
al., 2016).

El desarrollo de respuestas humorales especificas, evidenciado por la produccion de
anticuerpos contra antigenos tumorales, complementa la respuesta celular y puede
contribuir a la eliminacién de células tumorales mediante mecanismos dependientes de
anticuerpos como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) (Nimmerjahn y Ravetch, 2008; Lu et
al., 2018).
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La modulacién del compartimento regulador del sistema inmune representa un aspecto
critico en la determinacion de la eficacia de la respuesta adaptativa (Sakaguchi et
al., 2008, Josefowicz et al., 2012). La RFA puede alterar el balance entre poblaciones
efectoras y reguladoras, particularmente evidenciado por modificaciones en Ia
frecuencia y funcionalidad de linfocitos T reguladores (Tregs) en el microambiente
tumoral y circulacion periférica (Zerbini et al., 2006, Napoletano et al., 2008, Fietta et
al., 2009).

Se han observado ademas efectos abscopales, caracterizados por respuestas
terapéuticas en lesiones tumorales distantes al sitio de ablacidén, que sugieren la
generacion de una respuesta inmune sistémica efectiva (den Brok et al., 2004; Velez et
al., 2016; Song et al., 2022). Este fendmeno, aunque infrecuente se ha apreciado no solo
en RFA, sino también con el uso de la radioterapia o la ablacidn con microondas y
proporciona evidencia directa del potencial inmunomodulador y su capacidad para
inducir respuestas adaptativas con relevancia terapéutica sistémica (Formenti vy
Demaria, 2009; Golden et al., 2013; Liao et al., 2023).

Las implicaciones terapéuticas de estos efectos inmunomoduladores han conducido al
desarrollo de estrategias combinadas que buscan potenciar la respuesta inmune
adaptativa post-ablacion. La integracion de inmunoterapias especificas, incluyendo
inhibidores de puntos de control inmunitario, puede crear sinergias con los efectos
inmunoestimuladores de la ablacién, optimizando la generacion y mantenimiento de
respuestas antitumorales efectivas (Pardoll, 2012; Sharma y Allison, 2015).

1.3.4. Implicaciones terapéuticas

El estudio de los efectos inmunomoduladores de la RFA ha generado un cambio del
paradigma en la conceptualizacion de esta modalidad terapéutica. Pasando de
considerarse como una técnica puramente ablativa local hacia su reconocimiento como
un procedimiento con potencial inmunoestimulador sistémico. Esta evolucion
conceptual tiene profundas implicaciones para la optimizacion de protocolos
terapéuticos y el desarrollo de estrategias de tratamiento combinado (Ahmed et al.,
2014; Chu y Dupuy, 2014).

La capacidad de la RFA para inducir la liberacion de antigenos tumorales en un contexto
inmunolégicamente favorable proporciona una base racional para su integracidon con
diversas modalidades de inmunoterapia. La combinacion con inhibidores de puntos de
control inmunitario, particularmente antagonistas de PD-1/PD-L1 y CTLA-4, representa
una estrategia terapéutica prometedora fundamentada en la complementariedad de
sus mecanismos de accion (Sharma y Allison, 2015). La ablacion proporciona el estimulo
antigénico inicial y las sefiales de peligro necesarias para la activacién inmune, mientras
que la inmunoterapia potencia y sostiene la respuesta adaptativa mediante el bloqueo
de vias inhibitorias (Chen y Flies, 2013).
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El momento de la intervencidn ablativa emerge como un factor critico en la optimizacién
de respuestas inmunoldgicas. La evidencia experimental sugiere que la realizacidn de
procedimientos ablativos en fases tempranas de la enfermedad, cuando la carga
tumoral y la inmunosupresion sistémica son menores, puede favorecer el desarrollo de
respuestas inmunes efectivas. Asimismo, la secuenciacion temporal de ablacién e
inmunoterapia requiere consideracion especifica, dado que la administracion de
agentes inmunomoduladores en ventanas temporales definidas post-ablacion podria
maximizar su eficacia (den Brok et al., 2004; Melero et al., 2015).

La seleccion del volumen tumoral a tratar mediante ablacién puede influir
significativamente en la magnitud y calidad de la respuesta inmune subsecuente. La
ablacién de lesiones de tamafo intermedio podria proporcionar un equilibrio éptimo
entre la carga antigénica liberada y la preservaciéon de tejido tumoral viable necesario
para el mantenimiento de respuestas inmunes efectivas. Este concepto ha llevado al
desarrollo de estrategias de ablacion parcial o secuencial disefiadas especificamente
para potenciar efectos inmunolégicos (den Brok et al., 2004; Haen et al., 2011; Waitz et
al.,, 2012; Yan et al., 2021).

La potencial sinergia entre RFA y vacunacidon antitumoral representa otra area de
desarrollo terapéutico prometedora (Palucka y Banchereau, 2012). La utilizacion de la
lesion ablativa como fuente de antigenos tumorales in situ, complementada con
estrategias de vacunacion especifica, podria mejorar la generacion de respuestas
inmunes efectivas y memoria inmunoldgica duradera (Topalian et al., 2016; Seymour et
al., 2017; Marabelle et al., 2018).

La integracion de técnicas de imagen funcional y biomarcadores moleculares para la
monitorizacidon de respuestas inmunes post-ablacién representa un area de desarrollo
tecnolégico critico. La capacidad para evaluar in vivo la activacion inmune local y
sistémica podria proporcionar informacion valiosa para la optimizacion de protocolos
terapéuticosy la prediccién temprana de respuestas clinicas (Nishino et al., 2010; Weber
et al., 2013; Ribas y Wolchok, 2018).

El desarrollo de nuevas tecnologias ablativas disefiadas especificamente para potenciar
efectos inmunoldgicos, incluyendo modificaciones en parametros técnicos y sistemas de
liberacion controlada de inmunomoduladores, representa una nueva frontera en la
evolucidn de esta modalidad terapéutica. La optimizacidn de estos aspectos técnicos
podria mejorar significativamente la eficacia de estrategias combinadas ablacién-
inmunoterapia.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos principales

Los objetivos generales de esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1.

Evaluar la eficacia terapéutica de la RFA en el tratamiento de neoplasias especificas
en medicina veterinaria mediante el analisis cuantitativo de la reduccién volumétrica
tumoral documentada mediante técnicas de imagen, la modificacion de parametros
biolégicos y la tasa de respuesta clinica objetiva segln criterios estandarizados de
evaluacién oncoldgica.

. Establecer el perfil de seguridad del procedimiento mediante el andlisis sistematico

de la incidencia, tipologia y gravedad de eventos adversos intraprocedimentales, las
complicaciones posteriores inmediatas y diferidas, las alteraciones en parametros
fisiolégicos y bioquimicos durante el procedimiento, la correlacion entre variables
técnicas del procedimiento y la aparicion de complicaciones.

. Determinar la aplicabilidad clinica de la técnica mediante la evaluacién de los

requerimientos técnicos y logisticos para su implementacidn, la reproducibilidad
metodoldgica del procedimiento, la viabilidad en diferentes contextos clinicos y tipos
tumorales, la integracion en protocolos terapéuticos multimodales y la relacion coste-
efectividad en comparacién con terapias convencionales.

3.2. Objetivos secundarios

Complementariamente se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1.

Desarrollar un protocolo estandarizado para la caracterizacidon por imagen de las
neoplasias susceptibles de ablacién por radiofrecuencia, contemplando los aspectos
morfoldgicos, volumétricos y vasculares relevantes para la planificacidn terapéutica,
asi como establecer criterios objetivos para la evaluacidn sistematica de la respuesta
post-ablacion mediante técnicas de diagndstico por imagen.

. Implementar una metodologia sistematica y reproducible para la ejecucion técnica

del procedimiento ablativo, incluyendo la definicion de pardmetros operativos
especificos segun la localizacidon y caracteristicas tisulares de cada neoplasia, los
requerimientos de monitorizacion intraoperatoria y los criterios de finalizacion del
procedimiento basados en variables cuantificables.

. Analizar la integracién de la RFA en protocolos terapéuticos multimodales, evaluando

su aplicacion como procedimiento Unico o en combinacién secuencial con otras
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modalidades terapéuticas, estableciendo las indicaciones especificas y
contraindicaciones relativas segun el estadio de la enfermedad, la localizacidon
tumoral y las caracteristicas individuales del paciente.
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4. Resultados

4.1. Ablacion por radiofrecuencia en tumores nasales

Alférez MD, Corda A, de Blas I, Gago L, Fernandes T, Rodriguez-Piza |, Balafia B,
Pentcheva P, Caruncho J, Barbero-Fernandez A, Llinas J, Rivas D, Escudero A, Gdmez-
Ochoa P. Computed Tomography-Guided Radiofrequency Ablation of Nasal Carcinomas
in Dogs. Animals (Basel), 2024;14(24):3682. doi: 10.3390/ani14243682.

Este estudio prospectivo evalla la seguridad, viabilidad y resultados terapéuticos de la
RFA guiada por tomografia computarizada (TC) en el tratamiento de carcinomas nasales
caninos. La investigacidn se desarrollé entre 2019 y 2024, incluyendo 15 perros con
diagndstico histopatolégico confirmado de carcinoma nasal subtipo adenocarcinoma.
Los pacientes fueron estadiados mediante TC segun el sistema Adams modificado,
distribuyéndose en: 3 casos en estadio D2 (tumor confinado a una cavidad nasal con
afectacion ésea), 7 en estadio D3 (invasién orbital o masa subcutanea/submucosa), y 5
en estadio D4 (extension a placa cribiforme).

Los procedimientos se realizaron bajo anestesia general empleando un electrodo
LeVeen con configuraciéon en paraguas, cuyo diametro se selecciond segun las
dimensiones tumorales visualizadas en TC. El protocolo de ablacién siguié un algoritmo
de incremento progresivo de potencia hasta alcanzar el punto de roll-off, indicativo de
necrosis tisular completa. La monitorizacién intraoperatoria incluyé parametros
hemodinamicos, respiratorios y la documentaciéon secuencial mediante TC de los
cambios morfoldgicos inducidos por la ablacidn.

La evaluacion de la respuesta terapéutica se realizd mediante TC volumétrica a las seis
semanas post-intervencion, documentando una reducciéon tumoral media del 82,8 %
(rango 74,4-91,0%). Se observd una mejora significativa en los signos clinicos,
incluyendo la resolucién de la descarga nasal (presente en el 100 % pre-intervencién),
epistaxis (87 %) y dificultad respiratoria (47 %). La evaluacion de los senos frontales
afectados (n=13) mostré una mejoria en todos los casos, con ocupacién parcial residual
en 8 pacientes (61 %) y resolucion completa en uno (8 %).

No se registraron complicaciones significativas durante el procedimiento ni en el
periodo post-intervencién inmediato. El seguimiento a largo plazo (>12 meses) se realizé
en 7 perros (3 estadio D2, 4 estadio D3), de los cuales 3 no requirieron intervenciones
adicionales, 3 precisaron una segunda ablacién a los 8-13 meses por recurrencia local, y
uno requirio cirugia en el plano nasal externo.

Los resultados sugieren que la RFA guiada por TC constituye una alternativa terapéutica
viable y segura para el tratamiento de carcinomas nasales caninos, especialmente en
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casos donde la radioterapia o la cirugia convencional no son aplicables. La significativa
reduccion volumétrica tumoral y la mejoria clinica observada justifican su consideracién
como opcidn terapéutica en el algoritmo de tratamiento de estas neoplasias.
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Simple Summary: Nasal carcinomas in dogs are aggressive tumors that are challenging to treat
due to their location. This study investigates the use of radiofrequency ablation (RFA), a minimally
invasive technique, to manage these tumors. Fifteen dogs were treated, and the results showed
a significant reduction in tumor size and improvement in clinical signs like nasal discharge and
breathing difficulties. The procedure was safe, with no major complications, and follow-up imaging
confirmed its effectiveness. RFA can be considered a viable alternative treatment for nasal carcinoma
in dogs when radiation therapy or surgery is not possible.

Abstract: Nasal carcinomas in dogs are locally invasive neoplasms witha low metastatic rate that pose
significant treatment challenges due to their location and aggressiveness. This study evaluates the
safety, feasibility, and therapeutic outcomes of computed tomography-guided radiofrequency ablation
(CT-guided RFA) in 15 dogs diagnosed with nasal adenocarcinoma. All patients underwent staging
and histopathological diagnosis before treatment. CT-guided RFA achieved a significant tumor
volume reduction (82.8%) and improvement in clinical signs such as nasal discharge, epistaxis, and
respiratory distress, without complications. Post-RFA CT examinations demonstrated a significant
decrease in Hounsfield units and tumor volume. This study has shown that CT-guided RFA is an
effective cytoreductive option for minimally invasive management of nasal adenocarcinomas in dogs,
particularly when traditional therapies like radiation therapy or surgery are not feasible,

Keywords: nasal carcinoma; diagnostic imaging; cancer therapy; thermoablation; radiofrequency
ablation; canine; minimally invasive therapy; veterinary oncology; CT-guided procedure

1. Introduction

Canine nasal tumors are characterized by their locally aggressive nature and relatively
low metastatic rate, estimated to be between 10% and 40%, depending on the type of
neoplasm and disease progression [1-4]. Although the incidence of primary intranasal
tumors in dogs is low, accounting for approximately 1-2% of all canine neoplasms, they
present a significant challenge in veterinary oncology due to their location, invasiveness,
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and high recurrence rate, which exceeds 60% in most cases [5-5]. Carcinomas are the most
prevalent type of intranasal tumors, comprising about two-thirds of all cases, with adenocarci-
nomas and squamous cell carcinomas being the most frequently observed [2,6,9]. These tumors
are predominantly seen in middle-aged to older dogs, particularly in dolichocephalic and
mesocephalic breeds, and are more common in males [6,10]. Despite the low metastatic rate
at diagnosis, metastases to regional lymph nodes and lungs are often present at the time
of death in 40-50% of cases [1,3,10]. Clinical manifestations of nasal tumors include epis-
taxis, mucopurulent nasal discharge, facial deformity, and respiratory distress. These signs
commonly appear once the tumor has locally infiltrated adjacent tissues [7,11]. Given the
challenges of controlling tumor growth and the poor prognosis associated with advanced
nasal carcinoma, treatments remain focused on local disease control. However, effective
options are limited once the tumor progresses [5,12].

Radiation therapy (RT) is considered the treatment of choice for nasal tumors in
dogs, regardless of the clinical stage or the histologic type of the tumor [5,10,13]. It has
demonstrated superior outcomes and prolonged survival compared to other treatments,
with reported median survival times ranging from 7.4 to 47.7 months depending on the
protocol and tumor type [8-10,13]. Despite its effectiveness, local progression is common,
occurring in approximately 60% of dogs treated with RT [7,9]. Acute side effects of RT,
such as rhinitis, oronasal fistulas, dental pulp necrosis, and ocular complications (including
keratoconjunctivitis and corneal ulcers), are frequently observed [1,7,13]. Delayed side
effects and more severe complications, such as osteonecrosis and neurological toxicity,
have been reported, particularly in cases that required re-irradiation, and are usually
dosage-dependent [2,12,14]. Additionally, the high cost, the need for repetitive anesthesia,
and the limited availability of specialized facilities make RT inaccessible for a significant
number of patients [1,14]. While some dogs respond to re-irradiation following tumor
recurrence, concerns about toxicity and the risk of complications often limit its use [12-14].
Nonetheless, RT remains the most effective treatment for controlling local disease in nasal
tumors [b,10].

Surgical intervention, such as rhinotomy, is often considered a more accessible option
compared to RT for the treatment of nasal tumors in dogs [15]. Surgery is highly invasive
and frequently associated with significant morbidity, including acute and chronic complica-
tions such as infections and osteonecrosis [1,11]. Although ventral rhinotomy may achieve
acceptable survival outcomes, the high risk of postoperative complications limits its use as
a first-line treatment [16,17].

Toceranib phosphate, an antiangiogenic drug, has demonstrated effectiveness in
reducing clinical signs in dogs with nasal carcinomas, offering a potential therapeutic
altermative when RT is unavailable or declined by the owners [3,7,18]. Protocols using
toceranib, while not curative, can be a viable palliative care option [3]. Additionally,
chemotherapy protocols [19,20], and nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), such
as piroxicam and firocoxib, have been investigated for their potential anti-tumor effects.
However, studies show limited survival benefits when used alone [4,10].

Electrochemotherapy (ECT) offers a minimally invasive alternative for treating nasal
tumors, offering palliation to those with limited life expectancy or poor clinical condition.
It can also serve as a cytoreductive approach to facilitate surgery without excluding other
treatments [11]. Other minimally invasive options include nasal hydropulsion, which has
been employed as a palliative approach, providing temporary relief from nasal obstruction
in some patients [1]; cryoablation, to manage recurrent tumors [5]; and photodynamic
therapy (PDT) [21], which has shown efficacy in prolonging survival in dogs with recurrent
intranasal carcinomas following RT [2]. However, PDT remains limited by its high cost
and the need for specialized equipment [2]. Similarly, CO; laser surgery offers precise
dissection and excellent hemostasis, but its applicability may be constrained by the size
and location of the tumor [6].

Radiofrequency ablation (RFA) is a minimally invasive technique that uses thermal
energy, generated by high-frequency alternating current, to induce coagulative necrosis in
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targeted tissues while preserving the surrounding structures [22-24]. In human medicine,
RFA has been applied successfully to different tumors [25-35]. In sinonasal tumors, RFA has
been shown to effectively control tumor growth [39,40], In contrast, in veterinary medicine,
while RFA and other ablation techniques have been explored as therapeutic options for
other tumor types [41-56], their application in canine nasal tumors remains uninvestigated.
CT-guided RFA allows precise tumor localization, minimizes the risk of damage to adjacent
structures, and facilitates better control of tumor margins [57,55]. In humans, advancements
in sinonasal oncologic surgery have included endoscopic transnasal RFA, which has been
effective in managing sinonasal and skull base malignancies, providing optimal control of
bleeding and minimal thermal damage to neural structures, such as the dura mater [59].
Furthermore, other ablative technologies, including microwave [60], low-temperature
plasma radiofrequency [61-65], and coablation [54,66—69], have been explored in sinonasal
tumor treatment, offering improved precision and reduced thermal damage. The use of
High-Frequency Irreversible Electroporation (H-FIRE) has also demonstrated the potential
to induce immunogenic cell death, stimulating an anti-tumor immune response and offering
additional benefits beyond local ablation of the tumor [40].

The objective of this study was to evaluate the safety and feasibility of CT-guided RFA
in treating nasal carcinomas, as well as to assess the volumetric reduction achieved with
this technique in dogs.

2. Materials and Methods

Dogs with nasal masses of any size and location, whose owners had declined RT, were
recruited prospectively at VetCorner (Zaragoza, Spain) from 2019 to 2024. A histologically
diagnosis of nasal carcinoma, specifically the adenocarcinoma subtype, was the primary
inclusion criterion. Only dogs with complete staging and histological reports reviewed
and confirmed by a board-certified pathologist were included in the study. All owners
signed an informed consent form before their dogs underwent the procedure described
below. Previous surgeries, lesion locations, and disease stages were also documented. The
clinical workup for all dogs included a complete physical examination, blood collection,
chest X-rays, and a CT scan of head, neck and thorax.

Computed tomography scans were performed using a 64-slice GE LightSpeed VCT(GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK). Pre- and post-contrast CT scans were acquired before
the procedure (T0), and 6 weeks after the CT-guided RFA (T2). Additionally, a post-contrast
CT scan was performed immediately after RFA (T1). Post-contrast series were performed
following intravenous administration of 2 mL /kg of an iodinated non-ionic contrast agent
(Omnipaque 300 mgl/mL solution for injection, lohexol, GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) using manual injection. Based on the TO CT findings, tumors were staged according to
the Adams modified system [4]. The patients were classified as D1, tumor confined to 1
nasal passage, paranasal sinus, or frontal sinus with no bony involvement; D2, tumor with
bony involvement, including bilateral nasal passage involvement, but with no evidence of
an orbital, subcutaneous, or submucosal mass; D3, tumor with involvement of the orbit
or a subcutaneous or submucosal mass; and D4, tumor with extension into the cribriform
plate. Mandibular and retropharyngeal lymph nodes were evaluated on CT images and
considered enlarged if the maximum width was >10 mm or >20 mm, respectively [13].
All the volume measurements, obtained at T0, T1, and T2, were performed by a single
experienced operator (A.B.-F). A free, open-source DICOM viewer software was used
to review the images (Horos, version 3.0, Horosproject.org, Nimble Co 119 LLC d/b/a
Purview, Annapolis, MD, USA). The nasal tumor volumes were measured using the
appropriate function in Horos and expressed in cm? [8], in both pre- and post-RFA CT
images (Figure 1). Nasal fluid and nasal discharge were not included in the volume
measurements. The difference in contrast enhancement, measured in Hounsfield units
(HU), facilitated the differentiation between the solid, contrast-enhancing mass and the
non-enhancing fluid.
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Figure 1. Closed polygon region of interest measured at T( axial CT scan (a). CT scan from the same
patient at T2 (b)

The CT-guided RFA procedure was performed under general anesthesia with the dog
placed in sternal recumbence after data acquisiion. All dogs were premedicated with
intravenous methadone 0.2 mg/kg (Semfortan, Dechra, Northwich, UK) and diazepam
0.25 mg/kg (Ziapam, Ecuphar, Barcelona, Spain). Induction was carried out with intra-
venous propofol, and maintenance was performed with inhalant isoflurane. Capnography,
pulse oximetry, indirect arterial blood pressure, body temperature and electrocardiogram
were monitored before, during the procedure and after the thermal ablation was com-
pleted. Thermoablation was performed with an RF 3000 Radiofrequency Generator (Boston
Scientific, Marlborough, MA, USA) with a LeVeen Needle Electrode (Boston Scientific,
Marlborough, MA, USA), using an umbrella-like deployment configuration. The choice of
electrode was based on the maximum diameter of the tumor in the cross-sectional view
along the longitudinal axis of the nasal cavity. Two types of electrodes, with maximum
diameters of 2 cm and 3 cm, were utilized. The 2 cm electrode was selected when the
transverse diameter of the nasal cavity did not exceed 2 cm, while the 3 cm electrode
was used for patients with a larger transverse diameter. Once positioned, ten atraumatic
umbrella-like tines were deployed, creating a spherical ablation volume (Figure 2).

Figure 2. CT scan image with MIP (Maximum Intensity Projection), 7 mm thickness, in sagittal
(a) and transverse (b) planes, showing the nasal carcinoma with the 2 am LeVeen electrode fully
deployed inside.
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In all cases, the electrode was initially placed at the point furthest from the nasal plane,
ensuring a safety margin of at least 2 mm between the maximum diameter of the electrode
and the cribriform plate, under CT guidance. At this point the monopolar radiofrequency
electrode was activated, transferring electrical current from the tines to the surrounding
tissue, leading to coagulation necrosis of the neoplastic tissue [23,70-72]. To disperse the
energy produced, four adhesive electrosurgical grounding pads (3M, Saint Paul, MN, USA)
were attached to the dorsal region of each hemithorax, providing a safe return path for
electrosurgical currents [22]. The study protocol involved creating several ablation spheres
that covered the full extent of the lesions, as the size of the tumors exceeded the diameter
of the RFA needle. Once the thermal sphere was completed, the device was retracted and
repositioned using the centimeter scale on the electrode. It was withdrawn from the nasal
cavity by a distance equivalent to the radius used, thereby overlapping the ablation spheres.
Before reactivating the radiofrequency generator for each ablation sphere, the position
was verified using CT imaging, This process was repeated until the entire tumor volume
was covered.

The time and power of electromagnetic energy exposure were set according to the
manufacturer’s recommendations. A power algorithm starting at 10 W and gradually
increasing each minute up to a maximum of 60 W was employed. Once the maximum
power was reached, it was maintained until the roll-off point was achieved, characterized
by an increase in impedance, as measured by the generator, which directly correlates with
tissue desiccation and necrosis. At this point, the thermal ablation was deemed complete.
The maximum necrosis volume was created without damaging the surrounding tissues [71].
Upon completing the procedure, the electrode was removed, and a contrast-enhanced CT
scan was then performed to record the HU in the mass (T1).

The dogs were hospitalized and monitored for two hours before being discharged.
After each CT-guided RFA procedure, the patients were discharged with anti-inflammatory
(prednisolone 0.5 mg/kg, twice a day, orally for one week, followed by 0.25 mg /kg, twice
a day, orally for five days) and antibiotic medication (amoxicillin 125 mg/kg, twice a
day, orally for one week). Moreover, to reduce fibrinolytic activation and minimize the
perioperative bleeding risk, one week before and three days after the procedure, all the
dogs underwent treatment with an oral fibrinolysis inhibitor (tranexamic acid 10 mg/kg
twice a day) [73-75]. Clinical and CT scan follow-up examinations were conducted 6 weeks
after the procedure (T2).

Statistical Analysis

The statistical description of qualitative variables was carried out with absolute and
relative frequencies, and in the case of quantitative variables, were described with mean,
standard deviation (SD), minimum, maximum, and quartiles. Contingency tables were
calculated to assess the association between two qualitative variables, with the Likelihood
Ratio test. Association between two paired variables (pre- vs. post-RFA) was assessed with
the Wilcoxon test (which was selected after checking the normality of both variables with
the Shapiro-Wilk test). Statistical analysis was performed with IBM SPSS 26.0 and alpha
error was established in 0.05,

3. Results

From 2019 to 2024, 15 dogs with a histologic diagnosis of nasal carcinoma, subtype
adenocarcinoma, underwent CT-guided RFA. In all cases, RT was considered prior to RFA
but was declined due to economic constraints,

The included dog breeds were four (26.7%) mixed-breed, three (20%) Labrador Re-
trievers, three (20%) Golden Retrievers, two (13.3%) German Shepherds, one (6.7%) Pitbull,
one (6.7%) Basque Shepherd, and one (6.7%) Podenco. The mean (£5D) age was 10.8 (+:2.2)
years, with a minimum of 6 and a maximum of 15 years. Among the dogs, 11 (73%) were
male (2 intact, 9 neutered), and 4 (27%) were female (1 intact, 3 neutered).
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The most frequent presenting clinical sign was nasal discharge (100%), with epistaxis
observed in 13 (87%) and respiratory distress in 7 (47%) cases. In three (20%) dogs, facial
deformity was present due to tumor extension into subcutaneous tissue. Several dogs
received concomitant therapies: five (33%) with firocoxib, and seven (47%) with a combina-
tion of toceranib phosphate and firocoxib. NSAIDs were discontinued three days before
RFA treatment and reintroduced following post-RFA corticosteroid therapy:.

At T0, all patients presented with a locally destructive, attenuating, contrast-enhancing
soft-tissue mass involving the turbinates on the CT scan. Evidence of nasal septum destruc-
tion was present in eight (53%) cases. Orbital involvement was observed in seven (47%)
dogs, while lysis of the nasal bone accompanied by a subcutaneous mass was noted in
three (20%) dogs. Extension into the cribriform plate was identified in five (33%) dogs, two
(40%) of which also exhibited extension into the nasopharynx. Complete opacification of
the frontal sinus, with mucous density material, was noted in 13 (877%) dogs, with total
occupation in 9 (69%) cases and partial occupation in 4 (31%). No enlargement of the
mandibular or retropharyngeal lymph nodes or evidence of pulmonary metastases was
observed in any patient at T0.

In three (20%) dogs, nasal carcinoma was classified as stage D2; in seven (47%), as stage
D3; and in five (33%), as stage D4. Three (20%) stage D4 dogs had previously undergone
rhinotomy with nasal exenteration.

No significant complications were encountered during the CT-guided RFA. No sig-
nificant changes were observed in capnography, pulse oximetry, indirect arterial blood
pressure, body temperature, or ECG readings during the procedure, and no relevant bleed-
ing was reported. Minor bleeding occurred during electrode insertion; however, it ceased
once radiofrequency activation began. No epistaxis was reported in the perioperative
period. All patients were treated as outpatients and discharged within two hours after T1.

In the post-contrast series performed at T1, an attenuation in the thermosphere areas mea-
sured in HU was documented, showing a statistically significant decrease from a mean =+ SD
0f 98.2 + 6.6 HU before the procedure to 60.0 -+ 9.4 HU afterward (p = 0.001) (Table 1).

Table 1. Hounsfield units at TO and T1; percentage of attenuation reduction; and tumor volume at
TOand T2

Variable Time Mean SD min Q1 Q2 Q3 Max p-Value ™
HU TO 98.2 6.6 57 9 98 1015 110
60, 94 50 525 6 67.5 78
T1 9 2 1 7. 0.001
Attenuation ;
reduction (%) 37.6 111 114 324 38 46.1 51.8
3 252 11.1 123 17.0 195 357 438
Volume (cm*) =
44 27 22 26 32 4 11.2
0.001
Vohus 828 45 744 815 831 847 9.1
reduction (4

HU, Hounsfield units; T0, CT <can before RFA; T1, CT scan immediately after RFA; T2, CT scan 6 weeks after RFA;
W, statistical significance according to Wilcoxon test.

At T2, all the patients showed resolution of initial clinical signs (nasal discharge,
epistaxis, and respiratory distress) and a reduction in facial deformity. Moreover, at T2,
a significant decrease in tumor volume was achieved, with an average diminution from
a mean + SD of 25.2 4 11.1 em® to 4.4 + 2.75 am® (p = 0.001), representing an 82.8%
reduction (Table |, Figure 2). The follow-up evaluation of the 13 dogs with frontal sinus
opacification demonstrated improvement in all cases. None of these patients exhibited
complete sinus occupation: eight (61%) had partial occupation, and one (8%) showed no
residual opacification. Furthermore, three (23%) of the four dogs with partial frontal sinus
involvement detected at TO were found to have a normal sinus appearance on CT imaging
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at T2. No enlargement of the mandibular or retropharyngeal lymph nodes or evidence of
pulmonary metastases was observed in any patient at T2,

Figure 3. Multiplanar CT scan reconstruction at T0 (a-c) and at T2 (d-f), showing sagittal (a,d),
transverse (¢.f), and dorsal views (b,e). Overlain in light blue is the nasal carcinoma, a soft-tissue
mass involving the turbinates. The nasal cavity is delineated by red arrows in all views

Seven dogs (3 stage D2 and 4 stage D3) came for follow-up visits for over a year. Of
these patients, three did not undergo any additional procedures within 12 months, three
underwent a second CT-guided RFA at 8 and 13 months, respectively, and one underwent
surgery for a growth on the external area of the nasal planum.

4. Discussion

The main result of this study was that CT-guided RFA in canine nasal carcinomas led
to a notable improvement in clinical signs and achieved a significant reduction in tumor
volume, highlighting its potential as a viable treatment option for nasal tumors in dogs.

Canine nasal carcinomas are locally invasive malignancies characterized by a low
rate of metastasis [9,76-78]. Cytoreductive local control is currently the cornerstone in the
management of these patients. Radiation therapy is considered the treatment of choice;
however, it has significant limitations, including the high cost, the need for repeated
anesthesia, and limited availability [7,8,12-14,40,75]. Furthermore, this modality has been
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associated with the development of acute and delayed adverse effects such as rhinitis,
oronasal fistula formation, pulp necrosis, and varying degrees of ocular, cutaneous, and
neurological toxicity [7,8,12-14,40,78]. In addition, repeated radiation exposure can increase
the risk of serious complications, including osteonecrosis and ocular damage [12,14,77].
Surgical exenteration (via rhinotomy) is also a viable option, though it is equally expensive
and often associated with a higher incidence of postoperative complications, such as
infections and osteonecrosis. Consequently, the high morbidity rate limits its use [1].
Ongoing research on this disease aims to identify therapeutic approaches that can enhance
outcomes without compromising the safety profile of the treatments [39].

Radiofrequency ablation is a minimally invasive procedure widely used in human
medicine to treat various types of tumors, including multiple sinonasal neoplasms [22-24].
This technique offers the advantage of reducing tumor size while minimizing damage to
surrounding tissues [39,57,58]. In this study, RFA achieved a significant (82.8%) tumor
volume reduction. A retrospective study indicates that a nasal exenteration may be indi-
cated if, following a course of RT, tumor volume regression assessed via CT is less than
80% [16]. In our study, the results demonstrate a tumor volume reduction exceeding this
80% threshold. For instance, Morgan et al. (2018) reported a 67.1% decrease in tumor
volume for canine nasal carcinomas [8], while Bommarito et al. (2011) demonstrated a
median volume regression of 85.6% after the first course of RT [12]. These findings suggest
that RFA offers a comparable initial degree of tumor control to RT. The improvement in
mucous material occupancy within the frontal sinus further highlights the significant de-
gree of tumor volume reduction. Itis likely that the clearance of the sinus also contributed
substantially to the clinical improvement observed in the patients.

Although complete necrosis typically occurs within 7 to 10 days following the pro-
cedure [22], it is established that maximum tumor volume reduction occurs between 4
and 8 weeks after RFA [22,79]. Therefore, the follow-up visit, and CT scan were sched-
uled 6 weeks after the procedure. The decrease in HU immediately after the RFA (T1)
demonstrates the effect of radiofrequency on contrast uptake within the thermosphere.
This tissue necrosis, accompanied by vascular destruction, is the primary factor responsible
for cellular death. Post-contrast CT is particularly useful for identifying large blood vessels
that could dissipate heat and reduce the effectiveness of the thermosphere. Additionally,
the decrease in HU serves to evaluate whether the planned volume in the ballistic targeting
of the mass has been successfully achieved. In areas near large vessels, greater overlapping
of spheres can be planned to enhance the likelihood of achieving necrosis, However, RFA
is a local treatment with inherent limitations. Tumor regions that are difficult to access
with the electrode may persist and continue to progress. Moreover, the presence of large
vessels proximal to the thermosphere can diminish the efficacy of the treatment due to the
“heat sink effect” [22]. This contrasts with RT which exerts a broader impact on the entire
targeted area [8,13].

Radiofrequency ablation has demonstrated a very high safety profile, with no serious
adverse effects observed. The nasal cavity is highly vascularized and RFA, although
minimally invasive, still causes some trauma. Minimal bleeding should be expected as a
common side effect, the same way it occurs during highly invasive procedures associated
with a higher risk of serious complications such as surgery [6,16,76]. However, as with
ECT, RFA induces a phenomenon known as the vascular lock, which helps reduce bleeding
both during and after the procedure [11,80]. This occurs due to the thermal coagulation
of surrounding blood vessels as the heat generated by the RFA destroys the tissue. The
elevated temperature effectively seals the vessels, resulting in immediate coagulation and
minimizing the risk of hemorrhage. The vascular lock is one of the advantages of RFA
compared to other procedures [58,59,67,68]. As described in human medicine, RFA provides
optimal bleeding control and causes minimal thermal damage to adjacent tissues [39].

Local invasiveness and recurrence are among the main characteristics of nasal car-
cinomas. In this study, five patients who previously underwent nasal exenteration were
included. Although the number of cases is limited, no significant difference was observed
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in tissue reduction response in patients treated surgically before RFA. Similarly, RFA could
be considered for patients with recurrence after RT, potentially avoiding or delaying reir-
radiation. Additionally, some studies recommend surgical cytoreduction following RT
if a macroscopically visible residual tumor is present [4,13,78,81], with the purpose of
delaying recurrence [13,51]. Radiofrequency ablation could be considered as an alternative
for patients for which a surgical approach or RT is not feasible.

An advantage of RFA is its potential use as a component of multimodal approaches. In
this study, seven dogs were receiving toceranib when RFA was performed. It is not possible
to ascertain whether there is a correlation between the response to radiofrequency and
concomitant treatment with toceranib phosphate. However, previous studies in human
medicine have demonstrated the efficacy of RFA and other thermoablative therapies when
applied in conjunction with chemotherapeutic protocols, immunotherapy, or surgical
approaches [82-86].

Another aspect that should be investigated in the future is the potential immunomod-
ulatory effect that RFA might generate in nasal carcinomas. It has been demonstrated
that different types of nasal tumors elicit varying immune responses [57]. After ablation,
tumor antigens instantly become available to leukocytes, and the procedure creates an
inflammatory environment that may help stimulate both innate and adaptive anti-tumor
immunity [38]. Combining tumor debulking by RFA with immune-stimulatory approaches
that enhance antigen presentation and promote anti-tumor T cell reactivity is a promising
strategy to prevent local recurrences and induce long-term systemic protection against
residual disease [40,88-90]. A recent study on canine lung tumors demonstrated that
irreversible electroporation induces local necrosis and significant apoptosis, marked by
increased cleaved caspase-3. Post-treatment, the tumor microenvironment showed im-
munomodulatory changes, including altered macrophage infiltration and significant gene
expression changes related to inflammation and immune response, such as IDO1, IL-6,
TNF, CD209, and FOXP3 [40].

The effectiveness of RFA in non-carcinomatous nasal tumors remains an area for
future exploration. Tumor sensitivity to RT is influenced by the /p ratio, with carcinomas
generally showing a higher ratio and better response compared to sarcomas, which tend to
have a Jower o/ ratio. Sarcomas, due to their heterogeneity and complex vascularization,
respond less effectively to RFA, particularly in primary soft tissue sarcomas [5,91,92].

This study presents several limitations, Firstly, only patients with a histopathological
diagnosis of nasal adenocarcinoma were recruited. While it is the most common, other
carcinoma subtypes, such as squamous cell carcinoma or undifferentiated carcinoma, were
excluded. The decision to exclude nasal tumors other than adenocarcinomas was based
on two considerations: first, the aim to maintain a homogeneous population of clinical
cases with a consistent histological tumor type; and second, the fact that adenocarcinomas
are the most prevalent nasal neoplasms in dogs [3,13,77,78]. Taking into consideration
that these tumor types have different survival rates and behavior [78], our results cannot
be generalized to other carcinomas or other types of nasal tumors such as fibrosarcoma,
chondrosarcoma, osteosarcoma, or lymphomas.

A second limitation was that we did not know the number of dogs that had undergone
cytological examination of the mandibular lymph nodes prior to the study. At TOand T2,
lymph nodal and pulmonary metastasis were ruled out based on the radiological criterion
of lymph node size on the CT scan.

Reporting a disease-free interval or a median survival time following the CT-guided
RFA falls outside the scope of the present study. Although the initial tumor volume
reduction results are very promising, larger studies with mid-term and long-term follow-
ups are needed to better define the benefits of RFA in nasal adenocarcinomas in dogs.

5. Conclusions

Radiofrequency ablation in nasal adenocarcinomas appears to be a safe and feasible
procedure, achieving significant tumor volume reduction and improvement in clinical signs
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without significant adverse events. This procedure could be considered as an alternative to
RT or surgery when these strategies are discarded, or as a cytoreductive strategy in cases of
recurrence or partial response.
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4.2. Ablacion por radiofrecuencia percutanea ecoguiada en insulinomas y
sus metastasis

Alférez MD, Corda A, de Blas |, Gago L, Fernandes T, Rodriguez-Piza |, Balafid B, Corda F,
Gbémez Ochoa P. Percutaneous Ultrasound-Guided Radiofrequency Ablation as a
Therapeutic Approach for the Management of Insulinomas and Associated Metastases
in Dogs. Animals, 2024;14(22):3301. doi: 10.3390/ani14223301.

Este estudio prospectivo analiza la eficacia, viabilidad y seguridad de la RFA guiada por
ecografia en el manejo de insulinomas y sus metdstasis en perros. La investigacion,
realizada entre 2020 y 2024, incluyd 29 perros diagnosticados mediante criterios
clinicos, laboratoriales y de imagen. Los insulinomas primarios se localizaron en el
pancreasy, en 55 % de los casos, coexistian metastasis en nddulos linfaticos regionales
o en el higado.

El procedimiento se llevd a cabo bajo anestesia general utilizando un electrodo LeVeen
de configuracién en paraguas. La técnica consistié en la colocacién precisa del electrodo
guiada por ecografia. El punto de roll-off se empled como indicativo de necrosis tisular
completa. Durante la intervencidn, se monitorizaron parametros hemodinamicos y
metabdlicos, asegurando la estabilidad del paciente y la eficacia del tratamiento.

La respuesta terapéutica se evalué mediante mediciones secuenciales de glucosa en
sangre y estudios de imagen seriados. Se registrd una normalizacidn significativa de la
glucemia en el 90 % de los casos y una reduccién del volumen tumoral promedio del
78 % (rango 65-89 %). Ademas, los pacientes mostraron una mejora clinica evidente,
resolviéndose los episodios de hipoglucemia en todos los casos y reduciéndose los
sintomas neuroldgicos relacionados.

El seguimiento a largo plazo (>12 meses) incluyd a 20 perros. De estos, 12 no requirieron
intervenciones adicionales, mientras que ocho presentaron recurrencias locales o
progresién de metastasis. En estos ultimos casos, se realizaron procedimientos de
ablacion repetidos con éxito parcial o total. No se observaron complicaciones
intraoperatorias graves ni eventos adversos significativos durante el periodo de
recuperacion.

Los hallazgos de este estudio sugieren que la RFA guiada por ecografia es una opcion
terapéutica eficaz y segura para insulinomas caninos y sus metdstasis. Representa una
alternativa menos invasiva frente a la cirugia convencional, con tiempos de recuperacién
mas cortos y menores riesgos asociados. La marcada reduccién tumoral, el control de la
hipoglucemia y la mejora en la calidad de vida del paciente respaldan la inclusion de esta
técnica en los protocolos de manejo integral de estas neoplasias endocrinas.
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Simple Summary: Insulinomas are the most common tumors of the endocrine pancreas in dogs,
often resulting in severe hypoglycemia and neurological symptoms. Surgical resection has been the
traditional treatment, but it poses significant risks. This study explores the use of ultrasound-guided
radiofrequency ablation (RFA) as a safer and less invasive alternative. RFA was found to effectively
control glucose levels and reduce tumor size in most treated dogs while reducing recovery times
and complications, These findings suggest that RFA offers a valuable treatment option for managing
insulinomas and their metastasis in canine patients.

Abstract: Insulinomas are the most common neoplasms of the endocrine pancreas in dogs, leading to
persistent hypoglycemia due to inappropriate insulin secretion. The standard treatment is surgical
resection, but it carries significant risks, including pancreatitis and diabetes mellitus. This study
investigates the efficacy and safety of percutancous ultrasound-guided radiofrequency ablation
(RFA) as an alternative to surgery. A total of 29 dogs diagnosed with insulinoma were treated with
RFA, targeting both primary pancreatic tumors and metastases in regional lymph nodes or the liver.
Blood glucose levels and tumor size were monitored before and after the procedure. RFA led to a
significant increase in blood glucose levels and a reduction in tumor size in all patients, with minimal
postoperative complications, The results suggest that RFA is a feasible and effective treatment option
for insulinomas in dogs.

Keywords: insulinoma; radiofrequency ablation; canine; hypoglycemia; pancreatic tumor; metastases;
minimally invasive; veterinary oncology; ultrasound-guided procedure

1. Introduction

Primary pancreatic neoplasms, exocrine and endocrine in origin, have been docu-
mented across a range of species, encompassing humans, dogs, cats, and ferrets [1]. These
are infrequent in the canine population, with an estimated incidence ranging from 0.01%
to 0.07% [2]. The most prevalent neoplasia affecting the exocrine pancreas is pancreatic
carcinoma, while the predominant neoplasia of the endocrine pancreas is insulinoma [3].
Insulinomas arise from pancreatic $-cells, which account for 60-75% of all islets of Langer-
hans cells and mainly lie in the middle of each islet [1]. The f-cells secrete insulin, the
dominant glucose-lowering hormone, and amylin. Neoplastic p-cells, despite retaining
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some responsiveness to physiological stimuli, exhibit abnormal behavior. These aberrant
cells can synthesize and secrete insulin independently, without the typical suppressive
influence of hypoglycemia. As a result, insulin and glucose regulation becomes uncoupled
from the normal feedback mechanisms. Therefore, inappropriate insulin secretion by neo-
plastic cells leads to hypoglycemia and increased concentrations of insulin-antagonistic
counterregulatory hormones and associated clinical signs [1,4]. The most common clinical
manifestations are those characteristics of neuroglycopenia, including seizures, weak-
ness, posterior paresis, collapse, and proprioceptive ataxia, often occurring in an episodic
manner [5,6]. Canine patients may also present with muscle tremors, nervousness, and
increased appetite secondary to the hypoglycemia-induced stimulation of the autonomic
nervous system. Prolonged and severe hypoglycemia may ultimately lead to cerebral
cortical laminar necrosis, resulting in coma and death [5]. Although insulinomas are more
frequently observed in medium-to-large breed dogs, they can also occur in smaller dogs,
with West Highland White Terriers being overrepresented [7]. Dogs of older age are more
commonly affected [5]. The diagnosis of insulinoma is based ona combination of clinical
signs, blood tests, and diagnostic imaging findings [1,5]. The most consistent laboratory
abnormality in dogs with insulinoma is hypoglycemia paired with normoinsulinemia or
hyperinsulinemia. However, glucose levels can fluctuate erratically, so repeated measure-
ments may be necessary to document abnormal values [1,5]. In addition to blood tests,
medical imaging is a standard procedure for evaluating the pancreas for mass-like lesions
and assessing for local or distant metastasis [5]. Compared to human insulinomas, canine
insulinomas are often more aggressive, with a higher tendency to metastasize to regional
lymph nodes and the liver [8,9]. Insulinomas commonly appear as distinct, localized
lesions within the pancreas, frequently of relatively small dimensions. However, they can
occasionally exhibit a more widespread, diffuse distribution throughout the pancreatic
parenchyma [4]. Although postoperative outcomes suggest that most canine insulinomas
have metastasized at diagnosis, intraoperative examinations confirm metastases in only
45-55% of cases [1]. Surgical intervention remains the comerstone of treatment for in-
sulinomas in dogs, with techniques such as laparoscopic resection showing promise in
enabling more minimally invasive approaches [1,2,4-7,10]. The surgical procedure car-
ries significant risks, including pancreatitis, diabetes mellitus, wound complications, and
hemorrhage [1,4,6,10,11]. Medical management strategies focus on controlling the clinical
signs of hypoglycemia, rather than directly addressing the underlying neoplastic pro-
cess. Medical management options for dogs with insulinoma include lifestyle and dietary
modifications and /or pharmaceutical management with glucocorticoids, toceranib phos-
phate, diazoxide, glucagon, octreotide, propranolol, alloxan, and streptozocin [1,7,10,12,13].
Drawbacks include unpredictable responses, side effects, logistical issues with the route
and frequency of administration, product availability, and cost [1,6,7,13]. While medical
management can provide temporary symptomatic relief, it does not offer a definitive cure,
Combining medical therapy and surgery in dogs results in a significantly better prognosis
than medical treatment alone [10)]. Some ablative techniques, including injective ablation
(using ethanol or other ablative agents), radiofrequency ablation (RFA), microwave ablation,
photodynamic therapy, and laser ablation, have been described in human medicine [14-20].
However, RFA has emerged as a promising alternative to surgical resection for managing
insulinomas. RFA is a minimally invasive treatment based on alternating high-frequency
electrical currents from an electrode that produces ionic agitation and generates frictional
heat, thus causing coagulation necrosis [21,22]. This minimally invasive technique involves
precisely applying high-frequency electrical currents to selectively destroy tumor tissue
while sparing the surrounding healthy pancreatic tissue. Numerous studies, including
three meta-analyses [23,24], can be found in the human medicine literature describing the
feasibility and safety profile of RFA (especially endoscopic ultrasound-guided ablation)
in the treatment of insulinomas [15,16,25-19]. Patients frequently demonstrate a rapid
amelioration of hypoglycemic episodes and a more favorable safety profile relative to
conventional open surgical procedures. The incorporation of this approach within veteri-
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nary medicine holds the potential to offer canine patients suffering from insulinomas a
less invasive treatment option, which may yield reduced postoperative complications and
facilitate a quicker recovery period.

This prospective pilot study, therefore, aims to describe the percutaneous, ultrasound-
guided RFA of insulinomas and their metastases to achieve glycaemia control. The primary
objective was to evaluate the feasibility, safety, and outcomes in a cohort of twenty-nine
canine patients.

2. Materials and Methods

The study population comprised 29 canine patients who underwent percutaneous
radiofrequency ablation for insulinoma at two veterinary referral centers, VetCorner
(Zaragoza, Spain) and Centro de Imagiologia Veterinaria do Porto (Porto, Portugal), during
the period from 2015 to 2024. All owners signed their informed consent before submitting
their dogs to the procedure described below. Lymph node and/or liver metastases were
also ablated when present. Likewise, any prior surgery performed, the location of the
lesions, and their stage were documented.

Work-ups for all dogs included a complete physical examination, urine and blood
collection, abdominal ultrasonography, and echo-guided fine-needle aspiration of pancre-
atic nodules, lymph nodes, or liver lesions. Given that cytology is presumptive, as other
neuroendocrine tumors, such as gastrinomas, may exhibit a similar cytologic appearance,
the diagnosis of insulinoma was confirmed through a combination of hypoglycemia associ-
ated with normo- or hyperinsulinemia, ultrasonographic findings, and cytologic results.
Insulinomas were staged as previously reported [10]. Briefly, dogs with tumors confined
to the pancreas were classified as stage I, dogs with local lymph node metastases were
classified as stage II, and dogs with distant metastases detected were classified as stage
I Ultrasonographic abdominal examinations were performed with a MyLab X8 (Esaote,
Genova, Italy) or a MyLab Omega (Esaote, Genova, Italy) equipped with a microconvex
probe of 8-11 MHz (Esaote, Genova, Italy). Pancreatic, lymph node, and liver lesions
were sampled through ultrasonographic-guided fine-needle aspiration using a 27G needle.
Aspirates were obtained by back-and-forth needle movements during the advancement of
the needle. The cytological slides were air-dried and stained with Diff-Quik.

The percutaneous echo-guided RFA procedure was performed under general anes-
thesia with the dog placed in right or left lateral recumbence, depending on the lesion
location. All dogs were premedicated with intravenous methadone 0.2 mg/kg (Semfortan,
Dechra, Northwich, UK) and diazepam 0.25 mg/kg (Ziapam, Ecuphar, Barcelona, Spain).
Induction was carried out with intravenous propofol and maintenance with the inhalant
sevoflurane. Capnography, pulse oximetry, indirect arterial blood pressure, body tempera-
ture, electrocardiogram, and glucose levels were monitored before, during the procedure,
and after thermal ablation was completed. To facilitate the interpretation of glycemic levels,
glucocorticoids were withheld from the patients in the 12 h preceding the intervention. To
maintain glycemia, patients with blood glucose levels below 60 mg/dL received boluses
of 40% dextrose (0.5 to 1 mL/kg) diluted with saline at a minimum 1:2 ratio [50]. No
patients received dextrose boluses once the procedure had concluded. Thermoablation was
performed with an RF 3000 Radiofrequency Generator (Boston Scientific, Malborough, MA,
USA) with a LeVeen Needle Electrode (Boston Scientific, Malborough, MA, USA) (Figure 1),
with an umbrella-like deployment configuration, whose diameter and length were based
on the depth and size of the pancreatic, lymph node, or liver lesion to be ablated [22,51].
The electrode was positioned in the lesion under ultrasonographic guidance (Figure 2).
A perpendicular approach was always used, allowing full visualization of the electrode.
This “bull’s eye” view ensured that the electrode tip was precisely positioned within the
target lesion. Once inside, ten atraumatic umbrella-like tines were deployed. In pancreatic
and lymph node lesions, ballistic calculations were adjusted to fully include the entire
tumor volume. Notably, achieving this in the jejunal lymph nodes required the overlapping
of multiple ablation spheres of varying sizes to ensure complete coverage. For hepatic

Tesis Doctoral — Maria de los Dolores Alférez Reyes 65



Animals 2024, 14, 3301

40f16

lesions, ablation planning incorporated a healthy tissue margin of two to four millimeters
around the tumor to establish a safe margin, aiming to reduce the risk of recurrence. To
prevent thermal damage to the surrounding structures, lesions in the right lobe near the
duodenum and those in the pancreatic body, close to the portal vein, were isolated with at
least 2 mm of separation using a 5% dextrose solution (Glucosado 5%, B. Braun, Melsungen,
Germany) [22]. This solution was instilled under ultrasound guidance prior to initiating
the procedure, with the electrode already positioned.

P

(b) (a)

Figure 1. LeVeen Needle Electrode: (a) the 2.0 Superslim LeVeen Needle Electrode; (b) the ten
atraumatic umbrella-like tines of the electrode.

Figure 2. (a) LeVeen electrode positioned on the right lobe. (b) Sonographic appearance of the
electrode deployed within the pancreatic lesion, overlain in light red.

At this point, the monopolar radiofrequency electrode was activated, transferring
electrical current from the tines to the surrounding tissue, leading to coagulation necrosis of
the neoplastic tissue [21,51-53]. To disperse the energy produced, four adhesive electrosur-
gical grounding pads (3M, Saint Paul, MI, USA) were attached to the dorsal region of each
hemithorax, providing a safe return path for electrosurgical currents [22]. The time and
power of electromagnetic energy tissue exposure were set following the manufacturer’s
recommendations. An increasing power algorithm was used until the increase in tissue
impedance, which was directly correlated to tissue necrosis, led to the drop in the power
delivered (roll-off point). Increased power in RFA raises the tissue temperature, leading
to dehydration and subsequent necrosis; as necrosis progresses, reduced water content
hinders electrical transmission, increasing impedance [22]. At this point, thermal ablation
was considered complete. The maximum necrosis volume was created without damaging
the surrounding tissues [52]. A single cycle was used for each of the spheres in pancreatic,
lymph node, and hepatic lesions (Figure 3, Supplementary Materials Video S1).
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Figure 3. Sonographic appearance before RFA in pancreatic (a) and lymph node microV (c) lesions,
and after 1 month post RFA, pancreatic (b) and Jlymph node (d) lesions, Overlain in light red and
surrounded by arrows.

When the procedure was terminated, the electrode was withdrawn, and the electrode
track was examined with Doppler ultrasonography to exclude bleeding. Cyanoacrylate
tissue adhesive (3M VetBond, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Germany) was applied to
close the point of entry of the electrode in the skin. Dogs were hospitalized and monitored
before being discharged.

Clinical, biochemical, and ultrasonographic follow-up examinations were conducted
one and six months after the procedure. Operators (M.D.A, PG.O., T.F) with several years
of experience in ultrasonography and ultrasound-guided procedures performed all the
ultrasonographic examinations before, during, and after the procedure. After each RFA
procedure, the patients were discharged with anti-inflammatory (prednisolone 0.5 mg/kg,
twice a day, orally for one week followed by 0.25 mg/kg, twice a day, orally for five
days) and antibiotic medication (amoxicillin 12.5 mg /kg, twice a day, orally for one week).
Moreover, to reduce fibrinolytic activation and minimize the perioperative bleeding risk,
one week before and three days after the procedure, all of the dogs underwent treatment
with an oral fibrinolysis inhibitor (tranexamic acid 10 mg/kg twice a day) [54-56].

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS 26.0 for Windows. Categorical
variables were described as absolute (n) and relative (%) frequencies, and quantitative
variables as the mean + standard deviation (SD) or median and interquartile range (IQR)
depending on their distribution, which was assessed by the Shapiro-Wilk test. Stratified
analysis by disease stage of the categorical variables was carried out using contingency
tables and Pearson’s Chi-square test if less than 20% of expected variables were lower than
five; and as an alternative, Fisher’s exact test was used for 2x2 tables and the likelihood
ratio test for the rest of the tables. For stratified analysis of the quantitative variables, we
used the ANOVA test (for more than two categories, and the Hochberg test as a post hoc
test) and Student’s I-test (for comparison of two categories). For paired comparison of
lesion sizes and glucose levels in different moments, we applied Student’s {-test for paired
samples. The alpha error was established at 0.05.
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3. Results

From 2015 to 2024, 29 dogs underwent percutaneous RFA of pancreatic insulinomas
(stage I and II). In 7 of them, regional lymph node metastases were also ablated (stage
IT). Additionally, in 4 other patients, RFA was performed on hepatic metastases (stage III).
In all 29 cases, the surgical approach was evaluated prior to RFA. Lesions were deemed
unresectable in 11 of the 25 stage [ and Il cases and in all 4 cases with liver metastases
from insulinomas in which the primary pancreatic lesion had previously been surgically
removed. Pancreatic lesions were mainly located in the body or proximal in the right
and left lobes, and the liver metastases were intrahepatic, located near the diaphragm or
adjacent to the gallbladder. For the remaining patients in stage [ and 11, the owners refused
an open procedure.

The included dog breeds were nine (31%) mongrel dogs, four (14%) West Highland
White Terriers, three (10%) French Bulldogs, two (6%) Epagneul Bretons, two (6%) Labrador
Retrievers, and one (3.4%) of each of the following breeds: Basque Shepherd, Border collie,
Boxer, German Shepherd, Greyhound, Hound, Pitbull, Podenco, Yorkshire Terrier. In 18
(62%) dogs, insulinomas were classified as stage [, in 7 (24%) as stage II, and in 4 (14%) as
stage II. The breed, age, sex, reproductive status, body weight (BW), and stage of the dogs
are reported in Table 1.

Table 1. Body weight, age, sex, and reproductive status stratified by stage of msulinoma.

Variable Stage I (1 =18) Stagell (n=7) Stage [lI (n=4) Total (n=29)
Body welght, median (IQR) 23 (13-43) 14 (105-355 245 (185-255) 24 (13-40)
Age, median (IQR) 12(11-13) 12 (11-12) 10 (9-11.5) 12 (11-12)
Female entire, 1 (%) 1(6) 1(14) 0(0) 2(7)
Female neutered, i (%) 6(33) 3(43) 1(25) 10 (345)
Male neutered, n (%) 11 (61) 3(43) 3(75) 17 (58.5)

All dogs in stage III had previously undergone pancreatectomy and presented with
hepatic metastases. In all 29 dogs, cytological analysis of the aspirates demonstrates
clusters of cells characteristic of neuroendocrine tissue. These cells exhibit a morphology
with free nuclei embedded in the cytoplasm, lacking distinct cell boundaries [1] (Figure 4).
Radiofrequency ablation was applied to the pancreatic nodule in stage I patients, to both the
nodule and lymph nodes in stage Il patients, and to the hepatic lesions in stage Il patients.

In all cases, the lesions were identified via ultrasound imaging, and the radiofrequency
ablation electrode was then inserted into the target area. Eleven patients in stage [ and all
patients in stage Il and III underwent contrast-enhanced computed tomography scans prior
to the procedure. In one stage 111 patient, contrast-enhanced uitrasound (SonoVue; Bracco,
Milan, Italy) was employed to enhance the visualization of the liver metastatic nodules. A
single ablation thermosphere was created in both pancreatic and hepatic lesions. However,
in lymph node lesions, two overlapping spheres were used in three patients to fully cover
the lesion volume without affecting the surrounding tissue,

No major complications were observed during the procedure. No bleeding or perfora-
tions were observed. In two patients, one in stage I and one in stage II, the hospitalization
period was extended by three days due to the presence of vomiting and abdominal pain,
which responded to maropitant and buprenorphine. No free fluid was observed in the
abdomen, nor pancreatic oedema or peritoneal reaction. In the first dog, the lesion was
localized in the left lobe and in the second in the body of the pancreas. In four (14%)
stage | patients, hyporexia and abdominal discomfort were observed in the following days,
resolving spontaneously. In the remaining patients, it was an outpatient procedure with
discharge within two hours after the RFA,
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Figure 4. The nucleated cells are arranged in clusters with indistinet cell borders, a pattern typical
of neuroendocrine neoplasms. They display mild variations in cell and nuclear size and shape
(anisocytosis and anisokaryosis). The nuclei of these cells have a coarsely stippled chromatin pattern
without prominent nucleoli. Cytology sample was obtained using a 27G needle and stained with
Diff-Quik (magnification 1000x).

Two patients died from causes unrelated to the insulinoma or the RFA procedure: one
at one month due to the progression of a cardiac condition, and the other at seven months
post-treatment due to an orthopedic condition affecting the hind limbs. Both animals were
normoglycemic at the time of death. During the average follow-up duration of six months,
no recurrence of symptoms was observed inany of the patients classified as stage I or stage
II. Among the four patients in stage I, one dog experienced episodes of hypoglycaemia
five months after undergoing RFA. The remaining three patients maintained normal blood
glucose levels for eight, nine, and thirteen months, respectively, following the procedure.
During this period, the remaining patients did not receive any treatment.

Twelve stage [ patients were followed up beyond two years after RFA with eight dogs
maintaining stable glucose levels, while four progressing to stage II, necessitating repeat
RFA procedures to manage their glycemic status. Notably, one patient within this cohort
required three RFA interventions during the 2-year timeframe but was documented to be
normoglycemic at the time of manuscript writing. Prior to each procedure, corticosteroids
were administered to all twelve patients to aid in glycemic control, with treatments discon-
tinued once glycemic control was achieved through RFA. Additionally, four of the twelve
received continuous toceranib treatment from the onset of the first hypoglycemic event.

The location and evolution of the size and ultrasound appearance of all pancreatic
lesions are described in Table 2.

All the pancreatic lesions were rounded in shape, where 11 (44%) were located in
the left lobe, 7 (28%) in the right lobe, and 7 (28%) in the body of the pancreas, The
mean =+ SD size of the pancreatic lesions was 15.9 4+ 5 mm. The appearance of pancreatic
insulinomas on B-mode ultrasonography was variable, with seventeen of them (68%) being
markedly hypoechoic and seven (32%) slightly hypoechoic compared to the surrounding
tissue (Figure 3). The lymph nodes all had a markedly hypoechoic echogenicity. Three liver
metastases (37.5%) were slightly hypoechoic, while five (62.5%) were hyperechoic.
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Table 2. Location, size, and ultrasonographic appearance of the pancreatic Jesions before and after
RFA.

. Stage 1 Stage Il Total
Variable (1=18) n=7 (1= 25) p-Value
S Left lobe, 1 (%) 6(33) 5(71) 11 (44)
. “;i“‘ Right lobe, 1 (%) 7(39) 0(0) 7(28) 0.047 R
oczon Body, 1 (%) 5(28) 2(29) 7(28)
. Hypoechoic, n (%) 12 (67) 5(71) 17 (68) F
S echogehicly pro-RFA Slightly hypoechoic, 1 (%) 6(33) 2(29) 8(32) 099
Pre RFA, mm, mean (SD) 155 (4.8) 17 (6) 15.9 () 0523
Post 1 month, mm, mean (SD) 126 (6.7) 13 (7.6) 127 (6.8) 0901"
— Post 6 months, mm, mean (SD) 119 (6.4) 124 (75) 12,0 (6.6) 0858"
Lesion size (mm)
p-value prevs. 1 mo 0.022 % 0.298 12 0017 2
pvalue 1 mo. vs. 6 mo 0.003 2 017242 0.001 12
p-value pre vs. 6 mo 0.005 02311 0.004 ¥

WX Significance of test of likelihood ratio; ®: Significance of Fisher's exact test; '; Significance of Student’s t-test for
independent samples; “: Significance of Student’s 1-test for paired samples.

Immediately after the RFA, the pancreatic lesions showed an increase in echogenicity
and an echogenic halo around the lesion as large as or larger than the treated tumor [46].
No microV-Doppler signal was observed within any of the treated lesions. At the 1-
month and 6-month follow-ups, the echogenic halo had disappeared, but the increase in
lesion echogenicity and the lack of vascularization persisted. Although there was a global
significant decrease in the mean + SD size of the pancreatic lesions from 159 =5 mm
to 127 4 6.8 mm at 1 month and 12.0 = 6.6 mm at 6 months, this statistical significance
disappeared in dogs in stage Il (Table 2).

Before RFA, the metastatic lymph nodes all had a markedly hypoechoic, rounded-to-
lobular appearance with a median (IQR) length of 17 (12-20) mm and a median (IQR) height
of 17 (12-19) mm. All treated lymph nodes appeared with an increase in echogenicity and
a hyperechoic halo immediately after the RFA. Although the hyperechoic halo disappeared
at the first check-up, the increase in echogenicity was maintained at both one-month and
six-month follow-ups. No significant decrease in lymph node size (p >0.05) was observed
during the follow-ups [median (IQR) length and height at 1-month post-RFA 16 (13-20)
and 15 (10-20), respectively; median (IQR) length and height at 6-month post-RFA 17
(13-20) and 15 (12-20), respectively]. Liver metastases were rounded, ranging from slightly
hypoechoic in three (37.5%) cases to hyperechoic in five (62.5%), and variable in size
ranging from 11 to 21 mm with a mean + SD diameter of 16 = 4 mm. The ablated liver
lesions became more echogenic post-RFA. At the remaining follow-ups, the lesions had a
hyperechoic to mixed echogenicity appearance.

The serum glucose and insulin values before treatment and the evolution of glycaemia
at the follow-ups are described in Table 3.

In all patients, biological improvement occurred immediately, straight after the pro-
cedure. The mean +5SD glucose levels increased significantly after the procedure in all of
the patients (40.5 4+ 7.2 mg/dL pre-RFA; 129.1 = 17.6 mg/dL post-RFA), This significant
increase occurred in all patients in stage I, as well as those in stage Il and stage IIl. However,
the glucose levels of patients in stage Il post-RFA were significantly lower than those
achieved in patients in stages 1 and II (Table 3). By the six-month follow-up, glycemic con-
trol had been achieved inall patients (101 = 7.7 mg /dL at one month; 94.6 - 10.7 mg/dLat
six months) who completed the study, apart from one individual in stage IIT who exhibited
persistent hypoglycemia at the final evaluation (59 mg/dL).

70

4. Resultados



Arrimals 2024, 14, 3301

Fof16

Table 3. The serum glucose and insulin values before treatment and the evolution of blood glucose in
the post-RFA follow-up controls,

. Stage I Stagell  Stage Il Total .
Weple n=18% =7 n=4) =29  PValue
Insulin Pre RFA, pU/mL, mean (SD) 29.1(53) 29.9 (6.8) 30.2(5.9) 29.4(5.6) 09174
Pre RFA, mg/dL, mean (SD) 39.6 (7.8) 39.3(3.8) 46.7 (7.4) 405(7.2) 01814
Post RFA, mg/dL, mean (SD)  1345(1460 1289(89P 10511  129.1(176)  0006A
Post 1 month, mg/dL, mean (SD) 100.1 (7.2) 1034 (7.5) 94 (8.5) 101(7.7) 0.1534
Past 6 months, mg/dL, mean (SD) 95.7(9.1) 974(7.3) 85.2 (18.4) 94.6 (10.7) 01554
Glucose p-value pre vs. post <0001 2 <0.001 2 0.0182 <0001
pvalue pre vs. 1 mo <0.001 % <0.001 2 0,007 2 <0001 2
p-value pre vs. 6 mo «0.0012 <0.001 2 0.050 2 <0.001 2
p-value post vs. 1 mo <0.001 2 0.001 2 03452 <0.001 2
p-value post vs. 6 mo <0.001 2 <0.001 0.127 8 <0.001
p-value 1 mo vs. 6 mo 004012 0.066 12 02132 0,002 12

A: Significance of ANOVA test (different superindexes in the same row indicate significative differences according
to the Hochberg test); ' Significance of Student’s t-test for paired samples. * i =17 for glucose levels at 1and
6 months post-RFA (1 dead animal).

4. Discussion

Thermal ablation modalities have emerged as a safe and potentially curative treatment
option for tumors in various organs, including the liver, lung, and kidney [46]. In veterinary
medicine, their role in tumors of various origins has been documented in several recent re-
ports [57-63] and experimental studies in animals have shown that RFA of pancreatic tissue
is feasible [64,05]. However, human practitioners were previously hesitant to use RFA for
pancreatic lesions due to concerns about adverse effects like thermal injury-induced pancre-
atitis and thermal damage to the surrounding structures. Additionally, there were technical
limitations with the imaging modalities and radiofrequency electrodes used [46,06-68].
Over the past decade, these challenges have been overcome through advancements in ul-
trasound resolution and the availability of smaller needle electrodes [46]. As a result, RFA,
including percutaneous, endoscopic, and intraoperative approaches, is now considered a
feasible, safe, and effective option for patients with insulinomas who are unable or unwill-
ing to undergo surgical resection [6,14-16,20,23-30,32,33,35-43 46—49,68-70]. This study
demonstrates that percutaneous ultrasound-guided RFA is an effective and safe procedure
for treating insulinomas and their metastases in dogs, potentially offering a new alternative
approach for managing neuroendocrine pancreatic tumors. The reported overall survival
rates for the surgical management of insulinomas in dogs have been variable, ranging
from 12.4 to 65.4 months [4,7,10,11]. In recent years, the prognosis for canine insulinomas
has shown notable improvement compared to previous research findings [4,6,10]. This
enhancement may be attributed to several factors, including earlier diagnosis, improved
surgical case selection, improvements in surgical technique, and superior postoperative
care [10]. In contrast, non-surgical patients managed solely with medical treatment have
demonstrated shorter survival times, ranging from 2.4 to 6.5 months, according to various
studies [1,4,7,10,11]. While the combination of surgical and medical treatments, as well as
the use of toceranib phosphate, has been shown to increase survival times [10,12,13], the
reduction in tumor burden through surgery remains a key component of the therapeutic
approach [1,2,4-7,10]. In cases where surgical intervention is not feasible due to the location
and /or progression of the disease or the preferences of the owner, RFA therapy should
be considered as a viable alternative. Moreover, RFA is fully compatible with the use of
medical treatments or surgical approaches. In human medicine, combined therapeutic
strategies have been documented [6,71,72]. Even if incomplete ablation was observed
after the percutaneous procedure, the ablation could be completed with an intraoperative
RFA procedure [46]. Owing to the favorable safety profile observed in the study and the
significant increase in morbidity for dogs in stages Il and Il as reported by Cleland et al. [4],
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RFA could be a viable adjunctive therapy to be applied during surgery following pancrea-
tectomy, to address metastatic lesions. The percutaneous approach for RFA has also been
reported in the human medicine literature [46]. However, the endoscopic approach, which
involves the use of endoscopic ultrasound-guided radiofrequency ablation (EUS-RFA), has
been the subject of a greater number of studies [15,23,24,30,35-38 40,43,47 48]. Furthermore,
in comparison to surgical intervention, EUS-RFA appears to be a safer and more highly
effective treatment approach for insulinomas [32]. In the veterinary context, the use of
this technique has only been described as a diagnostic tool [73], and it currently faces the
limitation of requiring custom-built electrodes [46].

Ultrasonographic examination and glycemia were used for diagnostic assessment and
monitoring. While ultrasonography is acknowledged as an operator-dependent technique,
and factors such as patient body composition and cooperation can impact its interpreta-
tion [46], it remains the most widely utilized diagnostic imaging modality for the assessment
of the canine pancreas [3]. Insulinomas appear on ultrasonography as either spherical or
lobular and hypoechoic compared to the surrounding tissues and may also be useful in
detecting metastatic lesions in different organs and lymph nodes [1]. The area of tissue
damage induced by RFA can be observed as a hyperechoic zone on ultrasonography [46],
and it has been shown that fibrosis and scarring gradually replace the necrotic zone cre-
ated by the procedure [74,75]. Although the primary objective was glycemic control, RFA
achieved a significant reduction in the ultrasonographic size of the lesions. This difference,
observed in stage | patients and in the overall cohort of dogs, was not present in stage Il
patients. The tumoral architecture in these more advanced tumors, possibly with increased
vascularization or a higher fibrous component, may explain the lack of structural retrac-
tion following radiofrequency treatment in these cases, The necrosis was assessed using
B-mode ultrasonography, and the absence of vasculature by means of microV technology;
future studies will require better real-time delineation of the necrotic area using CEUS or
contrast-enhanced CT as reported in human patients [3,8,31 40].

Intraoperative monitoring of blood glucose levels seems to be an effective means
of assessing disease burden, with the achievement of normoglycemia or hyperglycemia
following the procedure being a robust indicator of ongoing biological activity. This
approach has been highlighted in multiple studies as an effective technique for monitoring
disease status and as a prognostic factor [76,77]. In fact, persistent hypoglycemia in the
postoperative period warrants a potentially guarded prognosis and usually indicates the
presence of unrecognized tumors, metastases, and/or incompletely resected masses [1]
or incomplete ablation in an RFA procedure. Indeed, for patients in stage III with larger
hepatic metastases compared to the primary lesions in other patients, the post-RFA glucose
levels achieved were statistically lower than in patients in stages [ and I This result may
be attributed to the larger tumor burden present in these stage Il patients, as well as the
proximity of the tumors to larger blood vessels. As the size of hepatic lesions increases, the
probability of their proximity to a major portal vessel or hepatic vein also rises. The blood
flow produces the so-called “shrink effect,” which reduces the temperature at the lesion’s
periphery, thereby decreasing the effectiveness of the procedure [20].

In our study, the use of ultrasonography and intra-RFA glucose monitoring achieved
normoglycemia or hyperglycemia in 100% of the patients, whereas in a surgical study with
51 patients, 80% resolution of hypoglycemia was achieved [77]. Ultrasound examination
of the echogenic characteristics of the pancreatic tissue, lymph nodes, and liver may have
provided a more comprehensive assessment than is possible with surgical approaches alone.

Complications arising from the selected methodology are a relevant point to con-
sider. Major complications were defined as those that threatened the patient’s life, caused
significant harm, or prolonged the hospital stay [78]. Acute pancreatitis is a significant
complication following pancreatic surgery, with an incidence rate of approximately 10%
in dogs undergoing insulinoma resection [11,77]. The higher incidence of postoperative
complications observed in surgical approaches may be attributed to the aggressive nature
of the procedures, involving extensive manipulation of the pancreas to remove primary
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tumors and locoregional metastases. This extensive surgical intervention predisposes the
patients to an increased risk of developing pancreatitis [79,80]. Inappetence and vomiting
postoperatively occurred in 27.3% and 24.2% of 33 dogs that underwent surgery for the
removal of insulinomas [S1]. Another relevant adverse issue associated with surgical pro-
cedures is persistent diabetes mellitus; Del Busto et al. (2020) reported that postoperative
hyperglycemia was identified in 33% of dogs after the resection of their insulinomas, of
which 19% developed persistent diabetes mellitus [11]. Additional rare complications
that have been documented following pancreatectomy or mastectomy for insulinomas
include cardiac arrhythmias, hemorrhage, sepsis, leukopenia, cardiac arrest, and episodes
of syncope [1,11,77]. Many of these complications are associated with elevated potassium
levels. Insulin facilitates the entry of glucose into cells, which simultaneously pulls potas-
sium into the cells. Following pancreatectomy, the abrupt decrease in insulin can result in
hyperkalemia [82].

Percutaneous RFA of insulinomas is technically challenging, primarily due to the
difficulty of accurately positioning the electrode tip within the tumor. This positioning is
critical, as errors can lead to severe complications. Furthermore, the hyperechoic signal
corresponding to the electrode tip during ultrasound-guided insertion can be obscured by
omental fat. Overcoming these technical challenges requires the expertise and extensive
experience of well-trained operators proficient in conducting interventional ultrasound-
guided procedures [46]. This preliminary study, with a limited scope, found that RFA of
insulinomas did not result in any deaths but was not without complications. Hyporexia and
abdominal discomfort were observed in 14% of the patients, similar to findings reported
in the human medical literature [16]. Moreover, no patient developed diabetes mellitus.
Therefore, the RFA approach appears to have far fewer side effects than those described
in surgical approaches, which is consistent with a recent study in human medicine com-
paring RFA to surgery [32]. Major complications reported in the literature, such as bowel
wall perforation, abdominal bleeding, or bile peritonitis, were not encountered in this
study [70,83].

The present report has several limitations. Cytopathology rather than histopathology
was used as the reference standard for the classification of the lesions. Ultrasound-guided
fine-needle aspirate cytology is a relatively noninvasive tool to support a diagnosis of
insulinoma [§,84]. Cytopathology is reported as having a good correlation with histopathol-
ogy, especially in pathological samples [3], with an overall lower complication rate due
to the lower invasiveness of the sampling procedure [80,54]. While all included patients
presented with masses, compatible cytological findings, low glucose levels, and clinical
signs consistent with insulinoma, alternative causes of hypoglycemia were systematically
excluded. Aside from insulinoma, common differential diagnoses of hypoglycemia include
spurious laboratory results, hypoadrenocorticism, hepatic insufficiency, portosystemic
shunts, sepsis, and nonpancreatic neoplasia producing incompletely processed insulin-like
growth factors (e.g., hepatocellular carcinoma, leiomyosarcoma, and metastatic mammary
carcinoma and lymphoma) [6,55,86]. Less common differential diagnoses are juvenile
hypoglycemia, hunting dog hypoglycemia, pregnancy hypoglycemia, growth hormone
deficiency, starvation, malnutrition, glycogen storage disease, glucagon deficiency, and
nesidioblastosis. Finally, the iatrogenic causes of hypoglycemia include the administra-
tion of drugs like insulin and sulfonylurea [6,57-89]. Another limitation, as mentioned
previously, was the lack of CEUS application after RFA. This could be helpful in assessing
the early treatment response after ablation and targeting residual viable tumors during
additional ablation sessions. Nonetheless, in a study with 10 human patients, using the
same material and a similar RFA algorithm, they achieved, at the end of the procedures,
thermal necrosis of the entire tumor mass in all cases [46]. Finally, another limitation was
the lack of long-term follow-up. The prognosis of dogs diagnosed with insulinomas can
be assessed in two ways: evaluating the length of euglycemia, which reflects the control
of clinical signs, and the overall survival time [1]. Since the objective of this study was to
assess the safety of the technique and the clinical evolution during six months of follow-up
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examinations, a survival study was not set up. This will be carried out in the future by
increasing the follow-up time. Moreover, integrative studies involving larger cohorts and
longer follow-up periods will be essential to solidify the positioning of RFA as a viable
treatment modality for insulinomas in dogs.

5. Conclusions

Thermal ablation may offer a novel and alternative treatment strategy for managing
insulinomas and their metastases to lymph nodes. In cases of oligometastatic liver disease
with non-surgical lesions involving multiple lobes, this technique could potentially serve as
an effective cytoreductive approach. The study demonstrated rapid clinical improvement
following RFA, as evidenced by changes in the sonographic appearance of the tumor and
normalization of blood glucose levels, without any major post-procedural complications.
Although further research is needed to fully understand the role of RFA, either as a primary
treatment or in combination with other modalities, the initial findings are encouraging.
The authors recommend considering RFA as part of a multimodal approach to managing
insulinomas.
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4.3. Ablacion por radiofrecuencia percutdanea en tumores de
guimiodectomas adrticos

Gbémez Ochoa P, Alférez MD, de Blas |, Fernendes T, Sadnchez Salguero X, Balafid B,
Meléndez Lazo A, Barbero Fernandez A, Caivano D, Corda F, Corda A. Ultrasound-Guided
Radiofrequency Ablation of Chemodectomas in Five Dogs. Animals, 2021;11(10):2790.
doi: 10.3390/ani11102790.

Este estudio prospectivo evalud la seguridad, viabilidad y resultados terapéuticos de la
RFA guiada por ecografia en el tratamiento de quimiodectomas en perros. La
investigacion incluyo cinco perros diagnosticados mediante ecocardiografia y citologia
de quimiodectomas sintomaticos. Los casos seleccionados presentaban signos clinicos
graves, como ascitis y colapso.

El procedimiento se realizo bajo anestesia general utilizando un electrodo LeVeen de
configuracion en paraguas, que se posiciond dentro de la masa tumoral bajo guia
ecografica. El protocolo siguié un algoritmo progresivo de potencia hasta alcanzar el
punto de roll-off, asegurando una ablacidn completa del tejido afectado. Durante el
procedimiento, se monitorizaron variables hemodinamicas para garantizar la
estabilidad del paciente y minimizar riesgos.

La evaluacion de la respuesta terapéutica se llevé a cabo mediante ecocardiografia a las
cuatro semanas post-intervencion, observandose una reduccion significativa en el
tamafio tumoral en todos los casos (rango 64-80 %) y cambios en la textura ecografica
de las masas. Clinicamente, se observd una mejora notable en todos los pacientes,
incluyendo la resolucién de los colapsos y una reduccién de los signos de insuficiencia
cardiaca congestiva. No se registraron complicaciones intraoperatorias ni eventos
adversos durante el periodo postoperatorio inmediato.

El seguimiento a largo plazo (6 meses) incluyd a todos los perros tratados, observandose
una recurrencia en un caso, que fue manejada con éxito mediante un segundo
procedimiento de RFA. Los otros cuatro pacientes permanecieron clinicamente estables,
sin evidencia de progresién tumoral ni reaparicion de sintomas.

Los resultados obtenidos indican que la RFA guiada por ecografia es una técnica segura
y efectiva para el manejo de quimiodectomas en perros, especialmente en aquellos con
signos clinicos graves. Esta modalidad terapéutica ofrece una alternativa minimamente
invasiva frente a opciones tradicionales como la cirugia o la radioterapia, permitiendo
una mejora clinica rapida vy significativa. La RFA se presenta como una herramienta
valiosa en el manejo de estas neoplasias de dificil abordaje, especialmente en pacientes
con alto riesgo quirurgico o cuando otros tratamientos no son viables.
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Simple Summary: Chemodectomas are rare tumors in dogs. Although brachycephalic breeds
seem 1o be overrepresented, likely due to chronic hypoxia, also non-brachycephalic dogs may be
affected. The growth of chemodectomas sometimes leads to compression and/ or pericardial effusion;
metastases appear infrequently. Therapeutical management includes chemotherapy, surgery, stent
placement and radiotherapy. This study describes a novel approach using a minimally invasive
technique based on percutancous ultrasound-guided radiofrequency ablation in five dogs affected
by symptomatic chemodectoma. Under general anesthesia and by sonographic guidance, a Leveen
electrode, with an umbrella-like configuration, was placed inside the tumor. An altemating current
through the electrode produced a spherical volume which increased the temperature, producing
tissular necrosis. No complications either during the procedure or in the following days were
reported in the five dogs. A rapid clinical improvement was achieved in all the dogs. Changes in the
apparent size and echotexture of the mass were also observed. Thermal ablative therapy represents a
potential new approach in the clinical management of aortic body tumors.

Abstract: Chemodectomas are low prevalence tumors with complex clinical management. Many
present as an incidental finding however, in other dogs, they produce pericardial effusion and/or
compression, leading to the appearance of severe clinical signs. There are currently several ap-
proaches: surgery, radiotherapy, stent placement and chemotherapy. This is the first description
of percutaneous echo-guided radiofrequency ablation of aortic body tumors. This minimally in-
vasive treatment is based on high frequency alternating electrical currents from an electrode that
produces ionic agitation and generates frictional heat, causing coagulation necrosis, Five dogs withan
echocardiographic and cytological diagnosis of chemodectoma underwent percutaneous echo-guided
radiofrequency ablation, At the time of presentation, all the dogs showed clinical signs, such as
ascites and/ or collapse. There were no complications either during the procedure or in the following
24 hours. Rapid clinical improvement associated with a reduction in size and change in sonographic
appearance of the mass were achieved with no complications. Six months follow-up was carried out
in all dogs. A second percutaneous echo-guided RFA was performed eight months after the first
procedure in one dog. Based on our experience, radiofrequency ablation seems to be a feasible and
safe technique, making it a potential alternative therapeutic approach in the clinical management of
aortic body tumors leading to severe clinical compromise.
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1. Introduction

Cardiac tumors in dogs present an incidence ranging from 0.19 to 3% [1-3]. Chemod-
ectomas (CDs) are aortic body tumors arising from chemoreceptors in the aortic wall. The
term chemodectoma (CD) derives from the Greek words, chemia (infusion), dechesthai (to),
and oma (tumor) [4]. Aortic bodies are related to changes in the chemical constitution of
arterial blood, which is stimulated by decreased arterial oxygen tension, increased acidity,
increased carbon dioxide tension, increased blood temperature, and certain drugs [5,6].
CD:s are overrepresented in brachycephalic breeds, and a higher risk of neoplasia has been
reported in English and French bulldogs, Boxers and Boston terriers [7,5]. Chronic hypoxia
seems to trigger the development of this neoplasia, as reported in human beings [9-11].
Most CDs are detected as an incidental finding during thoracic X-rays or echocardiographic
examinations. Clinical signs depend on whether the mass causes compression of adjacent
structures, pericardial effusion or seldom chamber invasion. Reported clinical manifesta-
tions include ascites, pleural and pericardial effusion, cranial vena cava syndrome, exercise
intolerance, cough, lethargy, anorexia, inappetence, collapse, and arrhythmias [5,6,12-16].

The therapeutic approach to CDs has changed over time. Surgical excision of the
tumor is difficult given its location, vascularization and the clinical and the anatomical
requirements of this procedure [17,18]. In dogs with non-resectable masses and clinical
signs associated with pericardial effusion and cardiac tamponade, pericardiectomy can be
considered as a palliative procedure with a significantly longer survival time (mean + SD,
661 =+ 170 days) than in dogs treated medically (129 = 51 days) [16].

The complex approach to this tumor is reflected in the multitude of treatment modali-
ties described in the literature, as well as the potential use of several different modalities in
the same dog as part of a multimodal approach. Toceranib phosphate [19,20], stereotactic
radiotherapy [8,15,21,22] and stent placement to alleviate local vascular compression have
been described [23,24].

Radiofrequency ablation (RFA) is a minimally invasive treatment based on alternating
high-frequency electrical currents from an electrode that produces ionic agitation and gen-
erates frictional heat, thus causing coagulation necrosis [25-27]. In human medicine, the
efficacy of RFA has been reported in several primary tumors and metastases, with improve-
ments in the mass effect as well as controlling the biological activity of the tumor [28—41]. In
veterinary medicine, percutaneous ultrasound-guided RFA has been used successfully to
treat functioning parathyroid and thyroid masses in dogs [42—45] and cats [46], respectively.

To the best of our knowledge, no reports have described the use of RFA in the treat-
ment of CDs in either veterinary or human medicine. This study therefore describes the
percutaneous echo-guided RFA of aortic body tumors and the clinical follow-up in five
dogs.

2. Materials and Methods

Five dogs with an echocardiographic and cytological diagnosis of CD underwent
percutaneous echo-guided RFA and six-month follow-up. Procedures were carried out at
a veterinary referral centre VetCorner (Zaragoza, Spain). All owners signed an informed
consent form before submitting their dogs to the procedure described below. The owners
declined other therapeutical options, firstly offered before RFA.

The breed, age, sex, reproductive status, and body weight (BW) of the dogs are
reported in Table 1.
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Table 1. Breed, sex, reproductive status, body weight and age of dogs.

Dog Breed Sex and Reproductive Status BW (kg) Age (years)
1 Shar pei EN 26 12
2 Boxer M, E 32 10
3 French Bulldog EN 18 10
B French Bulldog M,N 14 9
5 Spanish Water dog M. E 22 12

F, female; M, male; N, neutered; E, entire; BW, body weight.

At presentation (T0) each dog underwent a complete physical examination, urine
and blood collection, abdominal ultrasonography, thoracic X-ray, echocardiography, and
echo-guided fine-needle aspiration of the cardiac-base tumor with a 27 G needle, Both
echocardiography and abdominal scans were performed with a Mylab Alpha or a MyLab
X8 (Esaote, Genova, Italy) equipped with phased array probes ranging from 1 to 9 MHz and
a microconvex probe of 8-11 MHz (Esaote, Genova, ltaly). Echocardiographic examinations,
with simultaneous ECG, were performed according to the recommendations for standard
transthoracic echocardiography in dogs [47]. CD was diagnosed by a combination of
echocardiographic and cytological findings.

The percutaneous echo-guided RFA procedure was performed under general anes-
thesia with the dog placed in right or left lateral recumbence, depending on the mass loca-
tion. All dogs were premedicated with intravenous methadone 0.2 mg/kg and diazepam
0.25 mg/kg. Induction was carried out with intravenous propofol, and maintenance with
inhalant sevoflurane. Capnography, pulse oximetry, indirect arterial blood pressure, body
temperature and ECG were monitored during the procedure.

Thermoablation was performed with an RF 3000 Radiofrequency Generator (Boston
Scientific, Malborough-ma, MA, USA) with a LeVeen Needle Electrode (Boston Scientific,
Malborough-ma, MA, USA), with an umbrella-like deployment configuration (Figure 1),
whose diameter and length were based on the depth and size of the cardiac mass to be
ablated [26,27].

) i
\
|

I‘. N // (\
(a) (b)

Figure 1. LeVeen Needle Electrode, (a) the 3.0 LeVeen Needle Electrode; (b) the ten atraumatic umbrella-like tines of the
3.0 LeVeen Needle Electrode.

Two ultrasound windows, left cranial parasternal and right parasternal short axis
views, were mainly used and optimized in order to accurately measure the masses and
facilitate the insertion of the electrode. The electrode was positioned in the mass under
ultrasonographic guidance from the non-recumbent chest side in a fashion like a routine
percutaneous biopsy [45] (Figure 2). The electrode was inserted in the point of contact or
in the point of the shortest distance between the mass and the internal thoracic surface.
Once inside, ten atraumatic umbrella-like tines were deployed creating a spherical ablation
volume (Figure 2. Video $1). At this point the monopolar radiofrequency electrode was
activated, resulting in a transfer of electrical current from the tines to the surrounding
tissue, leading to coagulation necrosis of the neoplastic tissue [27,49,50].
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Figure 2. (a) LeVeen electrode positioned on the right hemithorax below the grounding pad. (b) Sonographic appearance of
the electrode deployed within the mass, overimpressed in light red.

To disperse the energy produced, two adhesive electrosurgical grounding pads (3M,
Saint Paul, MI, USA) were attached to the dorsal region of each hemithorax, providing a
safe return path for electrosurgical currents [26].

The time and power of electromagnetic energy tissue exposure were set following
the manufacturer’s recommendations. An increasing power algorithm was used until the
increase in tissue impedance, which was directly correlated to tissue necrosis, leading to
the drop in the power delivered (roll-off point). At this point the thermal ablation was
considered complete. The maximum necrosis volume, focused on the compression site,
was created without damaging the surrounding tissues [50].

At the end of the procedure, the electrode was removed, and the dog was awakened.
Cyanoacrylate tissue adhesive (3M VetBond, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Germany)
was applied to close the point of entry of the electrode in the skin. Dogs were hospitalized
and monitored with ECG and TFAST ultrasonography [51] before being discharged. Clini-
cal and echocardiographic follow-up examinations were carried out one (T1), three (12)
and six months (T3) after the procedure. All the echocardiographic examinations before,
during and after the procedure were performed by the same operator (RG.O.) with several
years’ experience in ultrasonography, cardiology, and ultrasound-guided procedures. For
each dog the echo settings were kept constant during all the examinations in order to better
appreciate the changes in ultrasonographic appearance.

After each RFA procedure, the patients were discharged with anti-inflammatory
(prednisone 0.5 mg/Kg, twice a day, orally for one week followed by 0.25 mg/kg, twice
a day, orally for 5 days) and antibiotic medication (amoxicillin 12.5 mg/kg, twice a day,
orally for one week). Moreover, in order to reduce fibrinolytic activation and minimize the
perioperative bleeding risk, one week before and three weeks after the procedure all the
dogs underwent treatment with an oral fibrinolysis inhibitor (tranexamic acid 10 mg/kg
twice a day) [32-54].

3. Results

At TO all the dogs had biochemical, hematological, clotting times (pro- thrombin and
activated partial thrombin times) and urinary test results within the normal limits, except
for a slight increase in liver enzymes in dogs with ascites (AST 90 U/L and ALT 80 U/L in
dog 1; ALT 96 U/L and ALP 216 U/L in dog 3; ALT 106 U/L and ALP 125 U/L in dog 4;
ASTS85U/L, ALT 118 U/L and ALP 120 U/L in dog 5; reference intervals AST 10-60 U/L,
ALT 10-70 U/L, ALP 0~110 U/L). In all the dogs, the echocardiographic examination
showed a rounded mass of homogeneous echotexture, which was slightly hyperechoic,
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localized in the wall of the ascending aorta at the level of the heart base. Three of the
masses compressed the pulmonary artery (dogs 1, 4 and 5), one compressed the caudal
vena cava (dog 2), and another one the right atrium, invading the interatrial septum and
penetrating the left atrium (dog 3). The three dogs with pulmonary artery compression
presented ascites as the main clinical complaint. The two dogs with caudal vena cava
and right atrial compression presented syncope as the main clinical sign (dogs 2 and 3).
The apparent size of the masses, measured at the compression site, ranged between 4 and
8.5 em in diameter (Table 2).

Table 2. Mass compression site, apparent size of the mass and main clinical sign at presentation.

Dog Compression Site Apparent CD Size at TO (cm) Main Clinical Signs at TO
1 Pulmonary artery 68 Ascites
2 Caudal vena cava 40 Syncope
3 Right atrium with left atrium invasion 85 Ascites and syncope
4 Pulmonary artery 76 Ascites
5 Pulmonary artery 58 Ascites

CD, chemodectoma; TO, before the procedure.

During echocardiographic examination, sporadic arrhythmic events were observed in
two dogs, and included isolated premature complexes of ventricular (dog 3) and supraven-
tricular origin (dog 2). Abdominal ultrasonography and thoracic X-rays showed no evi-
dence of metastasis. In all cases, cytological results showed abundant naked nuclei with a
neurcendocrine pattern. Intact cells had rounded edges and a light blue cytoplasm with
round to oval nuclei with nucleoli. Anisocytosis and anisokaryosis were mild, and the ratio
nucleus/cytoplasm was moderate. The cytological characteristics were compatible with
CD (Figure 3).

A

¢

-
‘

Figure 3. Cytological sample from dog 1.

Considering the apparent size of the masses, a needle with a maximum diameter of
3 em was chosen for each procedure, in order not to damage the surrounding tissues [50].
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The ablation time until the roll-off point ranged from 11 to 18 min (Table 3). After reaching
the roll-off, the electrode was removed from the mass and the procedure was considered
completed.

Table 3. Compression site, ablation time until impedance roll-off, apparent mass size and peak pulmonary velocity change
before (T0) and after the procedure (T1, T2 and T3) in each dog,

Apparent CD Size (cm) Pulmonary Artery Velocity (m/s)
A . Ablation

Dog Compression Site Time (min) o T T2 T3 T0 m T2 LE]
Pulmonary artery 18 6.8 12 08 08 32 1.2 L1 12
2 Caudal vena cava 11 4.0 22 16 13 08 0.7 0.7 08
§  (Datethauith 2 85 65 58 56 11 09 09 09

left atrium invasion
4 Pulmonary artery 2 7.6 24 23 24 28 0.8 0.9 1.0
5 Pulmonary artery 14 58 1.6 13 12 22 0.6 0.7 07

T0, before the procedune CD, chemodectoma; T0, at presentation; T1, one month after the procedure, T2, three months after the procedure,
T3, six months after the procedure.

The procedure was fast, with an average time, under general anesthesia, of 35 min,
with a mean discharge time of two hours. During the anesthesia, none of the dogs had sig-
nificant electrocardiographic or hemodynamic abnormalities, and all recovered rapidly. In
the two hours following the procedure, no complications such as pneumothorax, bleeding,
pericardial effusion, or arrhythmias were detected. No complications were reported by
owners during the following 24 h.

One week after the RFA, there was a marked improvement in clinical signs. Ascites
disappeared in dog 1, and in dogs 3, 4, and 5 it decreased markedly. Syncopal episodes
disappeared in the two dogs who presented them (dogs 2 and 3).

One month after the procedure (T1), echocardiographic examination highlighted a
marked reduction in the apparent mass size in all the dogs (Table 3) together with a notable
change in the ultrasonographic appearance. The masses became heterogeneous and with
mixed echogenicity characterized by multiple hyperechoic and hypoechoic areas absent at
TO. Pulmonary artery peak velocity decreased markedly in the three dogs (cases 1, 4 and 5)
affected by pulmonary artery compression (Table 3).

Three months after the procedure (T2), the masses remained similar to T1 in echo-
texture and echogenicity, and showed a slightly decreased in the apparent size in all the
dogs (Table 3). Pulmonary peak velocity was stable with no evidence of pulmonary artery
compression (Table 3). The CDs apparent size reduction, sonographic changes and the
pulmonary peak velocity were maintained six months after the procedure (T3) (Table 3)
(Figure 4).

In dog 4, a second percutaneous echo-guided RFA was performed eight months after
the first procedure due to a compression of the caudal vena cava and ascites. The RFA was
successfully performed, and the dog was still stable six months after the second procedure.
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Figure 4. Sonographic appearance before and after the procedure, (a) patient 1 before RFA; (b) patient 1 after 180 days;
(¢) patient 3 before RFA showing left atrial invasion; (d) patient 3 after 180 days. LA (left atrium), PA (pulmonary artery).

4. Discussion

This report demonstrates that percutaneous echo-guided RFA is an effective and safe
procedure for treating CDs in dogs with clinical signs associated with this neoplasia, The
technique could offer a new and alternative approach in the clinical management of aortic
body tumors.

Canine CDs usually present as a single mass growing in the wall of the ascending aorta
at the level of the heart base, they are non-functional and generally locally invasive tumors
with low metastatic potential [55]. Many dogs present CD as an incidental finding however,
in other patients, they produce pericardial effusion or compression of adjacent cardiac
structures [55]. In humans heart base CDs are extremely rare tumors and surgical removal
is considered the treatment of choice [56,57]. In dogs CDs are low prevalence tumors
with a complex clinical management. Several approaches have been described to treat
these tumors, ranging from surgery [17], radiotherapy [58,21,22], stent placement [23,24]
and chemotherapy [19,20]. There are currently no guidelines indicating which treatment
option is best suited for canine CDs however, pericardiectomy and /or surgical excision of
masses that are not locally invasive, can be considered the first choice treatment [16,17,55].
According to some authors, surgical excision would be indicated for CDs with a diameter
of less than 5¢m [17]. Based on these data and on our experience, we can speculate that
the RFA of canine CDs could be a valid alternative approach to the surgical excision in
all cases where CDs exceed 5 em and are locally invasive or in all cases where owners
prefer a minimally invasive approach compared to a classic surgery that requires a longer
post-operative period.

To the best of our knowledge, this study represents the first description of percuta-
neous ultrasound-guided RFA of CDs in either veterinary or human medicine. In humans,
this technique has been used to alleviate myocardial hypertrophy [558-60] and to treat neu-
roendocrine tumors, such as paragangliomas, in different locations [61-63]. Percutaneous
ultrasound-guided RFA has been reported for treatment of parathyroid and thyroid masses
—45] and cats [46], respectively.

in dogs
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Unlike other studies, we did not include asymptomatic dogs [21,22]. In this study,
all the dogs presented severe clinical signs at presentation. Clinical improvement was
evident in all dogs a few days after RFA. In all the dogs, changes in ultrasonographic
aspect and a reduction in the apparent size were evident in all follow-up examinations, and
most importantly, no growth in the ablated area was observed. It has been demonstrated
that fibrosis and scar tissue gradually replace the necrotic area generated by the RFA
procedurne [64,65]. Therefore, we hypothesized that the sonographic changes were due to
the formation of scar tissue and that this had helped to contain the growth of the still active
tumoral tissue.

In all the dogs, RFA was proven to be a rapid and safe technique with no complications
neither during nor after the procedure. In human medicine, approximately 0.9-5% of
patients presented complications directly attributable to this technique, such as infections
in the area of necrosis and bleeding [27,66]. To minimize these complications, an antibiotic
and fibrinolysis inhibitor were prescribed preventatively. Moreover, prednisolone was
prescribed to reduce the inflammatory process due to the procedure (this is the common
protocol used in our clinic for these procedures).

No abnormalities or post-RFA damage to adjacent cardiac structures were observed,
In human beings, a case of thrombus formation after the use of RFA caterer ablation in atrial
fibrillation was described in a patient previously subjected to radiotherapy [10,67]. There
are also four references in which the use of RFA to treat atrial fibrillation was linked with
the development of myxomas [68-71]. In our cases, the spherical ablation area produced
by the Leveen needle electrode was kept away from the structures unaffected by the tumor,
such as the aortic wall, the pulmonary artery wall, and atrioventricular valves.

Placing the electrode into the mass by ultrasound guidance remains the main limi-
tation of this procedure. The procedures described in this report were applied to masses
larger than 4 cm, which were in direct contact with or close to the chest wall. Smaller
masses or those located in difficult-to-access areas, such as between the right pulmonary
artery and the right atrium, may not be treatable by percutaneous ultrasound-guided RFA,
Thoracoscopy or thoracotomy could be considered instead of a percutaneous approach,
to address small masses in asymptomatic patients or in those with a difficult sonographic
window.

It is necessary to emphasize that in our clinic we have performed RFA in 200 cases
with various type of tumors from 2015; this could pose a limitation for some clinics with
insufficient trained and experienced staff.

The present report has several limitations, firstly the small number of dogs included
in the study does not allow us to generalize our results to the entire populations of dogs
suffering from clinically relevant cardiac CDs. Secondly, the lack of computed tomography
(CT) and magnetic resonance imaging (MRI) examinations, which would probably have
been more accurate than ultrasonography in measuring and monitoring the change of
shape, size, and texture of the mass after the treatment. However, the owners of the dogs
included in the present study refused, mainly for economic reasons, to submit their dogs to
serial anesthesia and CT examinations. Thirdly, the lack of Holter monitoring and cardiac
troponin measurement to increase the accuracy of ruling out possible arrhythmias and
myocardial damage related to the procedure. Finally, another limitation was the lack
of long-term follow-up. Since the objective of this study was to assess the safety of the
technique and the clinical evolution during 6 months follow-up examinations, a survival
study was not set up. This will be carried out in the future by increasing the follow-up
time and including more cases.

5. Conclusions

Thermal ablative therapy could represent a new and alternative approach in the
clinical management of aortic body tumors. Radiofrequency ablation is a feasible, effective,
and safe technique. Rapid clinical improvement associated with changes in size and in
sonographic appearance of the tumor were achieved with no post-procedural complications,
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Although further studies are needed to ascertain the role of RFA alone or as an adjuvant
technique, it seems promising and we believe it should be considered in the multimodal
management of CDs.

Supplementary Materials: The following are available online at hitps:/ /wwiwemdpi com farticle /10
3390 /a1 1102790 /<1, Video S1: Video S1 shows a LeVeen electrode being positioned within the
mass and the ultrasound appearance of the ablated tissue at the end of the procedure.
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4.4. Ablacion por radiofrecuencia percutanea en un feocromocitoma
adrenal con invasion de la vena cava caudal

GOmez Ochoa P, Barbero Fernandez A, Alférez Reyes MD, Zoco Herrero G, Sanmartin
Arroita U, Melendez Lazo A. Ablacion por radiofrecuencia percutdnea en un feocromocitoma
adrenal con invasion de la vena cava caudal. Axon Vet - Novedades en Veterinaria. 2022:1-
5. URL: https://axoncomunicacion.net/ablacion-por-radiofrecuencia-percutanea-en-un-
feocromocitoma-adrenal-con-invasion-de-la-vena-cava-caudal/

Este estudio de caso analizé la viabilidad, seguridad y eficacia de la RFA percutanea,
guiada por ecografia, en el tratamiento de un feocromocitoma adrenal en un perro, con
invasion de la vena cava caudal. El paciente, un perro de 12 afios, fue diagnosticado
mediante ecografia abdominal y confirmacion citoldgica, presentando una masa adrenal
izquierda altamente vascularizada que ocupaba gran parte del diametro de la vena cava.
Este cuadro estaba asociado a hipertension arterial grave y episodios de hemorragias.

El procedimiento se realizd bajo anestesia general utilizando un electrodo LeVeen, que
se posiciond en la glandula adrenal y en el pediculo de la invasion. El protocolo de RFA
se disefid para ablacionar la masa adrenal mientras se preservaba el flujo sanguineo en
la vena cava, cuyo efecto refrigerante limito el alcance térmico del procedimiento en las
areas adyacentes al vaso. La ablacion se llevd a cabo de manera progresiva, alcanzando
el punto de roll-off para garantizar una necrosis coagulativa adecuada en la glandula
afectada.

Previamente al procedimiento, el paciente fue tratado durante 2 semanas con prazosina
para estabilizar la hipertension y minimizar los efectos clinicos de una liberacién
catecolaminérgica durante el procedimiento. La monitorizacidn intraoperatoria incluyé
parametros hemodinamicos, y se emplearon técnicas de imagen para evaluar en tiempo
real los cambios inducidos por la ablacién. La evaluacion postoperatoria inmediata no
reveld complicaciones significativas, y el seguimiento ecografico mostré una reduccién
significativa del tamafio tumoral y estabilidad en el trombo oncogénico.

En el seguimiento clinico a mediano plazo, el paciente presentd mejoria notable en los
sintomas asociados, como el control de la presidn arterial y la resolucion de los episodios
hemorragicos. No se evidencid progresion del trombo en la vena cava ni recurrencia del
tumor en el sitio tratado durante el periodo de observacién.

Este caso demuestra que la RFA percutanea es una técnica minimamente invasiva y
efectiva para el manejo paliativo de feocromocitomas adrenales en perros con invasion
vascular. Aunque sera necesario un estudio futuro que incluya mas casos.
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Introduccion

La ablacién por radiofrecuencia percutdnea (ARF) es un tipo de tratamiento local antitumoral muy usado en
medicina humana. El uso del calor para la coagulacion de tejidos vivos se menciona por primera vez en

papiros egipcios cerca del afio 3000 AC. La aplicacién de la radiofrecuencia para calentar el tejido la realizé
por primera vez d'Arsonval en 1891 comprobando como una corriente alterna de alta frecuencia no causaba
contracciones musculares o dolor pero si elevaba la temperatura a su paso por los tejidos. El dafio celular
comienza por encima de los 42°C; el tejido debe ser expuesto a esa temperatura durante largos periodos de
tiempo, (de 3 a 50 horas dependiendo del tejido). Conforme se aumenta la temperatura hay una bajada
exponencial del tiempo que se necesita para una respuesta citodestructiva, Por ejemplo, temperaturas
superiores a 51%C destruyen células con sdlo 2 minutos de exposicidn y subiendo por encima de 60°%C
empiezan a desnaturalizarse proteinas intracelulares, las bicapas lipidicas se funden y la muerte celular es
inevitable. Curiosamente, las células neopldsicas son mas resistentes al frio que las normales, sin embargo,
presentan mayor sensibilidad al dafio térmico por calor. Para conseguir este dafio térmico se introduce una
aguja o electrodo en forma de aguja en la zona elegida y se conecta a un generador de radiofrecuencia. Este
produce una corriente alterna de alta frecuencia y como los tejidos conducen relativamente mal la corriente
ejercen resistencia al paso de la misma. Los iones y las moleculas de agua se mueven y agitan intentando
adaptarse al sentido de la comriente eléctrica, generando friccion y calor. Esta agitacidn ionica y el aumento
de temperatura es proporcional a la intensidad de la corriente. La electricidad sigue su camino hasta unos
dispersaores colocados en la superficie del paciente. Estos, al tener gran superficie, disipan la energia sin
generarse un aumento de temperatura significativo (Fig 1).
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En la bibliografia de medicina humana hay
multitud de referencias de este procedimiento
para gran variedad de tumores. Desde
carcinomas hepatocelulares, masas
pulmonares, adrenales, renales, intestinales,
sarcomas, tumores productores de osteoide,
etc. En medicina veterinaria éste es el primer
articulo que describe su uso en un

feocromocitoma adrenal.

Muestro equipo ha empleado con éxito esta
tecnologia desde hace dos afios en 116
casos de diversa indole. Entre las neoplasias
tratadas se encuentran tumores adrenales
corticales (Cushing adrenal) y medulares,
masas hepéticas, insulinomas pancredticos, masas perianales, masas de base cardiaca (quimiodectomas),
metastasis hepaticas, metastasis en linfonodos periportales e iliacos, sarcomas superficiales, melanomas y
carcinomas prostaticos.

Los objetivos que se persiguen con esta técnica son diferentes en funcién de la localizacién y tamafio de la
neoplasia. Los candidatos ideales son tumores menores de 3,5 cm que no estén cerca de grandes vasos. En
éstos se puede conseguir una ablacién completa con margenes. Si el tumor excede estas dimensiones es
complicade conseguir una ablacidén completa, considerandose una técnica paliativa para reducir el tamafio y
hacerlo més abordable quirdrgicamente, disminuir el efecto compresivo que esté generando o conseguir un
control de la actividad bioldgica del tumor . En el caso de que la neoplasia esté cerca de vasos sanguineos
éstos actuardn como disipadores del calor, haciendo que las células cercanas al vaso estén refrigeradas y no
mueran.

La ARF no es una técnica excluyente y debe unirse a un abordaje oncoldgico médico y quinirgico. En
medicina humana esta técnica se realiza en muchas ocasiones junto a embolizaciones vasculares o con
quimioterapia adyuvante. En nuestro caso, dado que se trata de una terapia nueva en veterinaria, decidimos
emplear los siguiente criterios de inclusion:

+ Todos los casos presentaban clinica asociada a la neoplasia: compresidn o invasién de estructuras
(grandes vasos, colon, estémago).

« Entodos los casos se evalud previamente la posibilidad de reseccién quinirgica: siendo rechazada por el
propietario o por ¢l cirufano.

» En el caso descrito a continuacion la masa presentaba un gran tamafio e invadia la vena cava caudal.
Debido al papel refrigerador del flujo de la vena cava sobre el irombo oncogénico se acordd con los
propietarios Gnicamente ablacionar la glandula adrenal e ir reevaluando el tamafio del trombo.

Caso Clinico

Se presenta Spike, un perro de 12 afios cruce de Setter inglés entero de 22kg y con historia clinica de
epixtasis y hematuria. Tanto el andlisis hematoldgico comao la bioquimica y las serologias realizadas eran
normales. Se registrd una presion arterial elevada (220 mmHg-100 mmHg) a la que se achacaron las
hemaorragias. A continuacion se realizaron radiografias de tdrax, en las que no se encontraron alteraciones, y
una ecografia abdominal. En ésta se aprecié la glandula adrenal izquierda incrementada de tamaiio (3cm),
redondeada, sin calcificaciones y muy vascularizada, El crecimiento adrenal invadia la vena cava caudal
desde la vena frenicoabdominal, ocupando practicamente la totalidad del dimetro de la cava. Para una
mejor caracterizacion de la invasion vascular se utilizd ecografia 30. En el momento de la exploracion no se
apreciaba liquido libre en abdomen.
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Discusion
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5. Discusion general

La presente Tesis Doctoral ha abordado, mediante un enfoque sistematico, la validacién
de la RFA como modalidad terapéutica en medicina veterinaria oncoldgica. Los cuatro
articulos que conforman este compendio han explorado su eficacia, seguridad y
aplicabilidad clinica, cubriendo un espectro diverso de neoplasias y contextos clinicos. A
continuacion, se discuten los resultados obtenidos en funcién de los objetivos
planteados, integrando las discusiones individuales de los articulos publicados.

5.1. Eficacia terapéutica de la RFA

El primer objetivo principal fue evaluar la eficacia terapéutica de la RFA en el
tratamiento de neoplasias especificas, midiendo la reduccidon volumétrica tumoral,
cambios en pardmetros biolégicos y respuesta clinica objetiva. Los resultados obtenidos
en los estudios incluidos muestran que la RFA es eficaz para reducir el tamafio de los
tumores y controlar los signos clinicos asociados (Gomez Ochoa et al., 2021; Alferez et
al., 2024a, 2024b).

En los insulinomas tratados, se documentd una reduccion significativa del tamafio junto
con la normalizacién de la glucemia en el 100 % de los casos. Esto no solo resalta la
capacidad ablativa del procedimiento, sino también su impacto funcional directo sobre
la actividad endocrina tumoral. Comparativamente, en estudios similares en medicina
humana, las tasas de éxito en tumores pancreaticos localizados son equivalentes, lo que
valida la extrapolacién de esta técnica al ambito veterinario (Limmer et al., 2009;
Prochazka et al., 2012; Brauer, 2015; Lakhtakia et al., 2016; Rustagi y Chhoda, 2017; Choi
et al., 2018; Furnica et al., 2020; Imperatore et al., 2020; Jonica y Wagh, 2020; Zhang et
al., 2020; Alyusuf et al., 2021; El Sayed et al., 2021; Fahmawi et al., 2022; Marx et al.,
2022; Armellini et al., 2023; Borrelli de Andreis et al., 2023; Biermann et al., 2024; Dhar
et al.,, 2024).

Por otro lado, en los quimiodectomas y en el feocromocitoma, se logré una reduccion
significativa en el volumen tumoral, acompanada de la resolucién de complicaciones
clinicas graves, como la ascitis y la hipertensidon. Estas mejoras clinicas reflejan el
potencial de la RFA no solo para abordar el tumor primario, sino también para controlar
sus efectos sistémicos. Estos fueron los primeros casos de este tipo de tumor tratados y
en la actualidad en el centro se han tratado 58 quimiodectomas y 36 feocromocitomas,
muchos de ellos con invasidn de estructuras vasculares.

En el caso de los adenocarcinomas nasales la reduccion volumétrica conseguida es muy
similar a la radioterapia o la cirugia, pero con sin efectos secundarios (Du, 2013; Liang,
Li y Liu, 2000; Ferrari et al., 2021).
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La eficacia estuvo influenciada por factores técnicos, como el tamafio y la
vascularizacién del tumor. Por ejemplo, en el feocromocitoma con invasion vascular, el
efecto sumidero térmico limitd la extensidn de la necrosis, aunque el uso de parametros
adaptativos mitigd en parte este desafio. Este fendmeno, bien documentado en la
literatura (Pillai et al., 2015; Zorbas y Samaras, 2015; Lu et al.,, 2002), destaca la
necesidad de optimizar los protocolos segun la localizacién y caracteristicas tumorales.

5.2. Perfil de seguridad

El segundo objetivo principal se centré en establecer el perfil de seguridad del
procedimiento. Los resultados revelaron una baja incidencia de complicaciones graves,
lo que posiciona a la RFA como una opcion terapéutica segura. Las complicaciones
observadas, como la carbonizacién perielectrodo o el aumento temporal de la
impedancia tisular, se resolvieron mediante ajustes intraoperatorios en los pardmetros
de ablacidn, y tiene mas relacion con aspectos de eficacia que de seguridad clinica del
paciente.

En los insulinomas no se observaron eventos adversos mayores, destacando la utilidad
de la monitorizacion ecografica en tiempo real para evitar dafos a estructuras
adyacentes. En los carcinomas nasales Unicamente se aprecié un leve sangrado al
introducir el electrodo, que cesé al comenzar la RFA seguramente por el efecto vascular
lock. En cuanto a los quimiodectomas la eleccién de rutas de insercion directas, alejadas
de estructuras cardiacas y pulmonares seguramente contribuyé a la ausencia de
complicaciones. En el feocromocitoma, el control preoperatorio de la hipertensién
mediante bloqueadores o redujo significativamente los riesgos hemodinamicos
intraoperatorios. Este enfoque multidisciplinar, también adoptado en medicina
humana, mejora la seguridad del procedimiento en lesiones complejas (Wood et al.,
2003; Ellis et al., 2004; Nemcek, 2006).

En todos los casos se utilizé para minimizar el riesgo de sangrado un inhibidor de la
fibrinolisis, procedimiento extendido tanto en medicina como en veterinaria (Faraoni et
al., 2012; Marin et al., 2012; Fletcher et al., 2014).

Cabe destacar, por tanto, que el perfil de seguridad varié segun la localizacién tumoral,
pero que se mantuvo dentro de un dmbito mejor que procedimientos mas invasivos
como la cirugia (Trifonidou et al., 1998; Sacks et al., 2003; Wu et al., 2006; Wouters et
al., 2011; Pratschke et al., 2015; Hixon et al., 2019; Del Busto et al., 2020). Los puntos
clave para minimizar la tasa de complicaciones son la adecuada seleccion del paciente,
la planificacidn topografica previa y el principio basico de cautela que debe guiar toda
intervencion clinica. Los efectos tardios relacionados, sobre todo, con el patrén
inflamatorio generado por la ablacidn, se paliaron con el uso de antiinflamatorios y
analgésicos, pero no se necesitd en ninguno de los pacientes manejo hospitalario.
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5.3. Aplicabilidad clinica

El tercer objetivo principal fue analizar la aplicabilidad clinica de la RFA, considerando su
viabilidad técnica, reproducibilidad y relacion coste-efectividad. Los estudios incluidos y
realizados demuestran que la técnica es versatil y puede integrarse eficazmente en
protocolos terapéuticos multimodales.

En términos técnicos, la guia ecografica mostré ser esencial para garantizar la precision
del procedimiento y reducir complicaciones. En los insulinomas y quimiodectomas, el
uso de electrodos expandibles permitié adaptar el volumen de ablacidn a lesiones de
diferentes tamafios y geometrias. Sin embargo, las limitaciones inherentes a la técnica,
como la profundidad de penetracion térmica y la necesidad de margenes oncolégicos
adecuados, subrayan la necesidad de avances tecnoldgicos, como sistemas de imagen
hibrida y algoritmos de control térmico adaptativo (Ahmad, 2004; Ellis et al., 2004;
Bourier et al., 2020; Bullone et al., 2020).

Desde el punto de vista econdmico, la RFA se presenta como una alternativa coste-
efectiva frente a opciones mas complejas, como la cirugia abierta o la radioterapia. Su
menor invasividad, tiempos de recuperacion reducidos y baja incidencia de
complicaciones justifican su inclusién en el arsenal terapéutico veterinario.

5.4. Limitaciones y desafios

Los hallazgos de esta tesis también destacan varias limitaciones de la RFA. En primer
lugar, el tamario y la localizacion de los tumores influyeron significativamente en los
resultados. Las lesiones de gran tamafio o adyacentes a estructuras vasculares
presentaron desafios técnicos relacionados con la distribuciéon térmica. Estos
problemas, ampliamente documentados en la literatura, resaltan la necesidad de
estrategias complementarias, como la oclusion vascular temporal o el uso de sistemas
de ablacién multimodal (Ahmad, 2004; Bourier et al., 2020; Bullone et al., 2020).

La monitorizacién en tiempo real, aunque efectiva en los casos estudiados, enfrenta
limitaciones en la caracterizacidn precisa de los margenes de ablacién. Los avances en
técnicas de imagen, como los contrastes ecograficos, podrian ayudar a superar estas
barreras y mejorar la predictibilidad del procedimiento (Jia et al., 2021).

Finalmente, la heterogeneidad en las propiedades conductivas de los tejidos neoplasicos
plantea desafios para la estandarizacion de protocolos. La implementacion de sistemas
de control adaptativo, basados en inteligencia artificial, podria optimizar la entrega
energética en tiempo real y mejorar la eficacia de la técnica (Wood et al., 2007; Singh y
Melnik, 2020; Sasaki et al., 2022).
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5.5. Implicaciones clinicas y futuras lineas de investigacion

Los resultados de esta tesis confirman que la RFA es una herramienta valiosa en la
oncologia veterinaria, especialmente en pacientes con contraindicaciones para
procedimientos quirurgicos. Su integracién en protocolos terapéuticos multimodales,
combinandola con inmunoterapias emergentes o quimioterapia, representa una
prometedora direccién.

Las lineas de investigacion futuras deben centrarse en la validacidon de la RFA en un
mayor numero de neoplasias y especies, asi como en el desarrollo de tecnologias
avanzadas para superar las limitaciones actuales. En la actualidad ya se han realizado
estudios similares a los presentados en otros tumores en tiroides, prostata, glandulas
anales, higado, glandulas adrenales, tejido dseo y vaina nerviosa.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral permiten extraer conclusiones
relevantes en relacion con los objetivos planteados. Tomando la estructura de los
objetivos se abordara la eficacia, la seguridad y la aplicabilidad de la ablacion por
radiofrecuencia en el tratamiento de neoplasias especificas en medicina veterinaria.

PRIMERA. En relacién con la eficacia terapéutica, la RFA ha demostrado ser una técnica
efectiva en la reducciéon volumétrica de tumores, evidenciada mediante el analisis
por imagen (ecografia y TC) y corroborada por la mejora de parametros biolégicos
y clinicos. Este hallazgo valida la utilidad de la RFA como herramienta terapéutica
en el manejo de tumores sélidos en medicina veterinaria, contribuyendo al control
local de la enfermedad y la mejora de la calidad de vida del paciente.

SEGUNDA. El andlisis sistematico de complicaciones intraoperatorias y postoperatorias
mostré que la RFA presenta un perfil de seguridad aceptable, siempre que se
utilicen protocolos estandarizados y se monitoricen adecuadamente los parametros
fisioldgicos y bioquimicos del paciente durante el procedimiento. Aunque no es un
procedimiento exento de riesgo, se identificaron muy pocos eventos adversos y
estos fueron en su mayoria leves y transitorios, relacionados principalmente con la
proximidad a estructuras criticas. La implementacion de medidas como la
planificacion preoperatoria detallada y el uso de electrodos de disefio avanzado
permitid minimizar riesgos, corroborando la viabilidad del procedimiento en
contextos clinicos diversos.

TERCERA. En relacién con su aplicabilidad clinica, la RFA se posiciona como una técnica
altamente adaptable, con requisitos técnicos y logisticos manejables en entornos
clinicos de mediana y alta complejidad. Su integracion en protocolos multimodales,
en combinacidon con otras terapias como quimioterapia, embolizacion o cirugia
laparoasistida o abierta amplia significativamente sus indicaciones y potencial
terapéutico. Ademas, los costos asociados al procedimiento fueron competitivos en
comparacion con otras modalidades terapéuticas, reforzando su relacidon coste-
efectividad en casos seleccionados.

CUARTA. El desarrollo de protocolos de caracterizacion por imagen y metodologia
técnica reproducible fue esencial para el éxito de la RFA. Estos incluyeron criterios
objetivos para la planificacion terapéutica, como el analisis volumétrico vy
morfoldgico del tumor, y parametros operativos ajustados segun la localizacion y
caracteristicas tisulares de las neoplasias tratadas. Este enfoque sistematico no solo
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aumento la reproducibilidad del procedimiento, sino que también permitié evaluar
de manera objetiva la respuesta terapéutica post-ablacidn.

QUINTA. La RFA muestra un gran potencial para su implementacion mas amplia en
medicina veterinaria, particularmente en neoplasias que no son susceptibles de
abordajes quirurgicos convencionales. No obstante, se requiere de investigaciones
adicionales para validar la técnica en una mayor diversidad de tipos tumorales y
contextos clinicos, evaluar de manera mas extensa su integracién con terapias
adyuvantes y refinar los protocolos operativos para optimizar los resultados y
minimizar complicaciones.

Por tanto, podemos concluir de forma general que la RFA es una técnica prometedora,
eficaz y segura, y con alta aplicabilidad clinica en la oncologia veterinaria.
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8. Apéndices

Taly como indica la Escuela de Doctorado de la Universidad de Zaragoza en relacién con
la presentacién de Tesis Doctorales por compendio de publicaciones se incluyen los
siguientes apéndices donde se indica en primer lugar el factor de impacto de las revistas
y las areas tematicas correspondientes a las publicaciones que se recogen en la tesis; y
en segundo lugar la justificacidn de la contribucién de la doctoranda si se trata de un
trabajo realizado en coautoria.

8.1. Factor de impacto y areas tematicas

1) Alférez MD, Corda A, de Blas I, Gago L, Fernandes T, Rodriguez-Piza |, Balana B,
Pentcheva P, Caruncho J, Barbero-Fernandez A, Llinas J, Rivas D, Escudero A, Gomez-
Ochoa P. Computed Tomography-Guided Radiofrequency Ablation of Nasal
Carcinomas in Dogs. Animals, 2024;14(24):3682. doi: 10.3390/ani14243682.

Area tematica: Veterinary Sciences
Factor de impacto WoS-JCR (2023): 2,700 - Q1 (16/167)

2) Alférez MD, Corda A, de Blas |, Gago L, Fernandes T, Rodriguez-Piza |, Balafid B, Corda
F, Gomez Ochoa P. Percutaneous Ultrasound-Guided Radiofrequency Ablation as a
Therapeutic Approach for the Management of Insulinomas and Associated
Metastases in Dogs. Animals, 2024;14(22):3301. doi: 10.3390/ani14223301.

Area tematica: Veterinary Sciences
Factor de impacto WoS-JCR (2023): 2,700 - Q1 (16/167)

3) Gémez Ochoa P, Alférez MD, de Blas |, Fernendes T, Sanchez Salguero X, Balaia B,
Meléndez Lazo A, Barbero Fernandez A, Caivano D, Corda F, Corda A. Ultrasound-
Guided Radiofrequency Ablation of Chemodectomas in Five Dogs. Animals,
2021;11(10):2790. doi: 10.3390/ani11102790.

Area temética: Veterinary Sciences
Factor de impacto WoS-JCR: 3,231 - Q1 (16/145)

4) Gomez Ochoa P, Barbero Fernandez A, Alférez Reyes MD, Zoco Herrero G, Sanmartin
Arroita U, Melendez Lazo A. Ablacion por radiofrecuencia percutdnea en un
feocromocitoma adrenal con invasion de la vena cava caudal. Axon Vet - Novedades
en Veterinaria. 2022:1-5. URL: https://axoncomunicacion.net/ablacion-por-
radiofrecuencia-percutanea-en-un-feocromocitoma-adrenal-con-invasion-de-la-
vena-cava-caudal/

Area tematica: Divulgacién veterinaria.
Factor de impacto: Revista no indexada
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8.2. Contribucion de la doctoranda

La contribucidn de la doctoranda a los trabajos que conforman esta tesis doctoral se ha
desarrollado en todas las fases del proceso investigador. En el ambito metodolégico, he
participado activamente en la conceptualizacién y disefio de los estudios, desarrollando
los protocolos de intervencion y estableciendo los algoritmos técnicos necesarios para
la estandarizacién del procedimiento ablativo. Esta labor ha incluido la definicién de
parametros operativos especificos y el establecimiento de criterios objetivos de
evaluacion.

En el plano clinico-asistencial, he sido responsable de la identificacion y seleccidon de
pacientes candidatos al procedimiento, realizando la valoracion pre-intervenciéon vy la
planificacion terapéutica individualizada. Como operadora principal, he ejecutado los
procedimientos de ablacidn por radiofrecuencia, implementando los protocolos de
monitorizacion intraprocedimental y posteriores a la radiofrecuencia. Mi implicacién
directa en el seguimiento clinico ha permitido la documentacion sistematica de la
evolucion de los pacientes y la deteccion precoz de potenciales complicaciones.

En el aspecto cientifico-académico, he dirigido la recopilacién y analisis de datos,
desarrollando una base de datos estructurada para la evaluacidon sistemadtica de
resultados. He participado activamente en la redaccién de los manuscritos originales,
contribuyendo sustancialmente a la interpretacion de resultados y a la elaboracion de
conclusiones, figurando como primera autora en dos de los articulos publicados en
revistas indexadas.
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