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Resumo

a

Estudo retrospetivo: Fatores associados a sobrevivéncia em cades com
hemangiossarcoma esplénico

O hemangiossarcoma (HSA) é uma neoplasia maligna de mau progndstico, comum de
ser encontrada no baco de caes. A abordagem terapéutica baseia-se na cirurgia, podendo ser

complementada com protocolos quimioterapéuticos adjuvantes.

O objetivo deste estudo foi identificar os fatores que podem afetar a sobrevivéncia de
cédes com hemangiossarcoma esplénico, submetidos a esplenectomia. Neste estudo foi realizada
uma analise estatistica Cox hazards ratios, com uma amostra de 38 cédes diagnosticados com

HSA esplénico, submetidos a esplenectomia.

Pode ser concluido que os principais fatores que influenciam a sobrevivéncia de animais
com hemangiossarcoma esplénico sdo: a raga, 0 peso, 0 tipo sanguineo e o protocolo de
guimioterapia utilizado. Quando considerada a analise multivariada, verifica-se que apenas a
raga e o protocolo quimioterapéutico tém influéncia no tempo de sobrevivéncia. Contudo, esta
andlise foi condicionada, devido ao nimero reduzido de animais em estudo, pelo que os seus

resultados devem ser interpretados com alguma cautela.

Palavras-chave: Hemangiossarcoma; Prognéstico; Animais de companhia; Oncologia;
Baco.
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Abstract

Retrospective study: Factors associated with survival in dogs with splenic
hemangiosarcoma

Hemangiosarcoma (HSA) is a malignant neoplasia with poor prognosis, commonly found
in dog’s spleen. The therapeutic approach is based on surgery and might be complemented by
adjuvant chemotherapy.

The main goal of this study was finding out which factors might influence the survival of
dogs with splenic hemangiosarcoma, submitted to splenectomy. In this study a statistical analysis
Cox hazards ratio was conducted with a 38 animals sample size, all of these diagnosed with

splenic hemangiosarcoma, submitted to splenectomy.

In conclusion, the main factors that might influence survival time of dogs with splenic
hemangiosarcoma are: breed, weight, blood type and chemotherapy protocol. When a
multivariable analysis is considered only breed and chemotherapy remain as survival time
influencers. However, a small sample size conditioned this analysis, thus, results must be
interpreted with caution.

Keywords: Hemangiosarcoma; Prognosis; Companion Animals; Oncology; Spleen.
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1.Hemangiossarcoma canino

1.1. O que é o hemangiossarcoma?

O hemangiossarcoma (HSA), também conhecido como hemangioendotelioma maligno
ou angiossarcoma, € caracterizado como um tumor maligno localmente invasivo e de
crescimento rapido, originado a partir de percursores das células endoteliais na medula éssea
(Smith, 2003; Mullin & Clifford, 2019). Este tumor é mais frequente em cées comparativamente
a qualquer outra espécie doméstica e o seu comportamento ird depender muito do local em que
ocorre (Mullin & Clifford, 2019). Podemos ter entdo hemangiossarcoma a nivel visceral ou
hemangiossarcoma a nivel da derme, tendo este Ultimo, em geral, um progndstico mais
favoravel, do que o seu aparecimento a nivel visceral (Mullin & Clifford, 2019). A nivel da derme
sé@o reconhecidas duas formas: 1) HSA induzido por radiagdo solar, afetando animais com
pelagem mais curta e clara, tendo melhor prognostico e 2) HSA néo induzido por radiacéo solar,
sendo este mais agressivo e afetando animais de pelagem maior, normalmente em regides nao
ventrais (Oakley & Chretin, 2020). O hemangiossarcoma visceral tem uma elevada capacidade
metastética, levando a que grande parte dos animais que se apresentam a consulta ja
apresentem disseminacgdo por outros érgaos (Smith, 2003). A exce¢do a esta regra serd o HSA
gue se encontra a nivel da derme, que tem uma taxa metastatica mais baixa (Oakley & Chretin,
2020).

O conhecimento da etiologia do hemangiossarcoma e como atuar para aumentar a
sobrevivéncia dos animais que este afeta ainda é desconhecido. Com esta dissertacdo pretende-
se contribuir para o conhecimento desta doenga oncoldgica, principalmente e sempre que
possivel, no que toca ao hemangiossarcoma a nivel esplénico, devido ao seu contetdo altamente

celular e vascular, que podera proporcionar as condi¢des ideais para a formacéo desta neoplasia.

1.2. Etiologia

A origem do hemangiossarcoma tem por base duas teorias, a primeira refere que este
tem origem em células maduras (fase pdés angioblasto) da linhagem endotelial dos vasos
sanguineos e a segunda baseia a ontogénese deste tumor em células ainda nao diferenciadas,
ou seja, células estaminais multipotentes derivadas da medula dssea, que se encontram na fase

de compromisso endotelial ou préximo desta (hemangioblasto) (Lamerato-Kozicki et al., 2006).

As células endoteliais maduras tém pouca capacidade de proliferagdo e diminuta
capacidade de substituicdo daquelas que se encontram lesionadas e por isso existem em
circulagdo células progenitoras derivadas da medula éssea, as células percursoras endoteliais
(EPCs), semelhantes a hemangioblastos embriondrios, com a capacidade de se diferenciarem
em células endoteliais maduras e reparar esse mesmo endotélio lesionado (Hristov & Weber,

2004). Assim sendo, comecou a ser plausivel a ideia de que células percursoras endoteliais
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(EPCs) pudessem migrar para estes locais vasculares, a partir da medula 6ssea, e serem em
parte responsaveis pela formacg&o deste tumor (Lamerato-Kozicki et al., 2006). E a ligagdo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ao recetor VEGFR-2 que permite esta
mobilizagdo, permitindo que a célula hemangioblasto progrida para a fase de angioblasto e por
fim para célula percursora endotelial, passivel de ser encontrada em circulagdo através de
métodos mais sensiveis (Lamerato-Kozicki et al., 2006).

Ao longo da sua diferenciacdo, desde hemangioblasto até EPCs, as células vao
expressando diferentes marcadores a sua superficie, permitindo estudar a evolugédo destas
mesmas células (figura 1) e conhecer qual das teorias acima descritas sera mais plausivel
(Fosmire et al., 2004; Hristov & Weber, 2004; Lamerato-Kozicki et al., 2006). O marcador CD117
(c-Kit), recetor do fator de células estaminais, é expresso em células estaminais hematopoiéticas,
bem como em células hematopoiéticas primitivas, ndo estando presente nas células endoteliais
maduras (Fosmire et al., 2004). Fosmire et al. (2004) demonstram que o marcador C-kit esta
presente apenas em amostras de baco de animais com hemangiossarcoma, ndo aparecendo em
lesBes benignas como os hemangiomas, pois a origem destas € proveniente de células
endoteliais maduras, ndo contendo o referido marcador C-kit. Esta diferenca entre lesdes
benignas e o HSA vem fundamentar a origem desta neoplasia a partir destas células estaminais
pouco diferenciadas da medula 6ssea. Descobriu-se também que marcadores endoteliais, como
CD3L1 e fator von willebrand (vVWF), permitem confirmar a origem celular do HSA, podendo ajudar

no seu diagndéstico (Fosmire et al., 2004).
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Figura 1- Mobilizagdo, recrutamento e diferenciagdo de células progenitoras angiogénicas derivadas da médula éssea em
humanos. Demonstra o envolvimento dos marcadores descritos no pardgrafo acima, nas diferentes fases de desenvolvimento
desde das células da médula éssea até as células endoteliais maduras (adaptado de Hristov & Weber, 2004).

A maior parte dos tumores sao classificados de acordo com o seu aspeto histopatoldgico,
permitindo reconhecer as suas células de origem (Gorden et al., 2014). Porém, no caso dos

sarcomas existe uma heterogeneidade bastante acentuada, ndo permitindo identificar a sua
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célula progenitora (Gorden et al., 2014). No estudo de Gorden et al. (2014) foi possivel identificar
trés subtipos moleculares diferentes de hemangiossarcoma de acordo com o seu genétipo, que
favorecem diferentes processos metabolicos: grupo 1 associado a angiogénese, grupo 2
associado a inflamacéo e grupo 3 associado a adipogénese. Uma célula progenitora podera dar
origem aos trés diferentes fenétipos moleculares dependendo do processo adaptativo que ocorre
no seu desenvolvimento (Gorden et al., 2014). Kim et al. (2021) conseguiram ainda subdividir os
animais com fenoétipo predominantemente angiogénico em 2 grupos diferentes: 1) HSA com
caracteristicas puramente angiogénicas e aqueles com 2) caracteristicas angiogénicas e
inflamatdrias. Isto corrobora a teoria acima referida, em que uma célula progenitora comum tem
a capacidade de se diferenciar em diversas linhagens, que culminam na formacéo dos varios
subtipos de hemangiossarcoma (Gorden et al., 2014). Mais recentemente, Kim et al. (2021)
indicam que estes diferentes subtipos de HSA podem ter implicagbes na sobrevivéncia dos
animais, indicando que os animais com hemangiossarcoma do tipo inflamatério tendem a ter um
tempo de sobrevivéncia mais prolongado. Mais ainda, nesse mesmo estudo, referem que os
animais com hemangiossarcoma do tipo puramente angiogénico tém menores tempos de

sobrevivéncia (Kim, 2021).

Assim, através dos estudos anteriores, que identificaram a expressdo genética a
superficie das células (Fosmire et al., 2004; Lamerato-Kozicki et al., 2006) e que utilizaram perfis
de expressao gendmica das células tumorais para identificar subtipos deste tumor (Gorden et al.,
2014) vai sendo possivel entender melhor a sua origem (Kim et al., 2015). Estes mesmos estudos
permitiram obter o conhecimento de que células de hemangiossarcoma, em cultura, tém
caracteristicas fenotipicas que permitem afirmar a origem a partir de células estaminais da

medula 6ssea (Kim et al., 2015).

1.3. Microambiente tumoral e ontogénese

Para que haja crescimento, proliferacdo e desenvolvimento tumoral € necessario que
haja uma interacdo entre as células tumorais e o local em que se encontram (Kim et al., 2015).
Estas mesmas células tém que estimular altera¢des fisicas, moleculares e celulares a nivel dos
tecidos para suportar o seu constante crescimento (Anderson & Simon, 2020). O microambiente
tumoral é essencial pois contém componentes tanto celulares, como nao celulares, que permitem
o crescimento tumoral, o seu desenvolvimento e metastizacéo (Kim et al., 2021). Sabe-se que
existem nichos de células hematopoiéticas neste microambiente tumoral e mais recentemente
descobriu-se que células tumorais conseguem sinalizar a estes mesmos nichos, para que haja

constante proliferacao e renovacédo celular. (Ferraro et al., 2010; Kim et al., 2021).

No caso do hemangiossarcoma é conhecido que a inflamagéo e a angiogénese tém um
grande papel na sua patogénese (Tamburini et al., 2010). As células neoplasicas apresentam
recetores a sua superficie que permitem a ligacdo de citocinas com importancia para o

desenvolvimento e evolugdo neoplasica como a 1) interleucina-8, que promove um ambiente
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tumoral reativo com alteracdes a nivel da coagulacéo, inflamacéo e fibrose, 2) fator 1 derivado
das células estromais (CXCL12) e o seu recetor-4 (CXCR4), que desempenham um papel na
migragdo de células hematopoiéticas multipotentes, bem como migracdo de células tumorais e
3) esfingosina-1-fosfato, cuja atividade se foca ndo s6 na homeostasia vascular e imune, como
contribui também para o crescimento neoplasico (Kim et al., 2014, 2015) . Também, no estudo
de Tamburini et al. (2010) foi possivel demonstrar que genes que codificam para o fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA), inibidor 1 da metalopeptidase (TIMP-1), fibronectina
(FN-1), proteina 9 que contém o dominio desintegrina e metaloproteinase (ADAM9), fator de
crescimento ¢ derivado de plaquetas (PDGFC), metaloproteinase-14 da matriz (MMP14), fator
de necrose tumoral (TNFa) e ceramidase se encontram mais elevados em animais com
hemangiossarcoma do que noutro tipo de tumor. Este perfil gendmico permite clarificar o quao
importante sé@o as vias inflamatdrias e angiogénicas para a patogénese tumoral, pois sdo estes
genes que permitem que haja sinalizac¢éo e ciclo celular, regulagdo a nivel do metabolismo das
células, interacdo entre estas, para além de permitrem a sobrevivéncia e apoptose,
angiogénese, transcricdo e respostas imunes (Tamburini et al.,, 2010). Assim, as vias de
respostas relativas a inflamacéo, hipoxia, crescimento celular maligno e angiogénese irdo estar
alteradas e todo o microambiente criado sera propicio ao desenvolvimento do HSA (Tamburini
et al., 2010; Kim et al., 2015).

Ainda, a interagdo com componentes ndo celulares, como por exemplo o &acido
hialurénico permite a manutencao do microambiente tumoral propicio para o desenvolvimento

neoplasico (Kim et al., 2015).

Como mencionado anteriormente, uma das bases da patogénese deste tumor podera
ser a desregulagéo a nivel da via angiogénica (Dickerson et al., 2005; Mullin & Clifford, 2019) e
alguns estudos evidenciaram que fatores angiogénicos como VEGF (fator de crescimento do
endotélio celular), bFGF (Fator de crescimento basico de fibroblasto), PDGF (fator de
crescimento de derivado-plaquetario) e endotelina-1 encontram-se em elevadas quantidades no
sangue e efusdes de animais com HSA e ainda reportam uma maior expressao dos seus
recetores a superficie das células tumorais (Clifford et al., 2000; Yonemaru et al., 2006; Kodama
et al., 2009; Goritz et al., 2013; Abou Asa et al., 2015). Mais ainda, um estudo recente indica que
a infecdo de cdes por Bartonella spp. pode induzir a angiogénese e inflamagéo crénica por
aumentar a producdo do fator VEGF, culminando na formacdo de doencas neoplasicas, em
particular o HSA (Lashnits et al., 2020). No entanto, uma limitagédo deste estudo deve-se ao facto
de auséncia de um grupo controlo, que ndo permite comparar a incidéncia de Bartonella spp. em

cdes com HSA e cées saudaveis (Lashnits et al., 2020).

Por fim, mutacBes a nivel do gene PTEN, que codifica para a fosfatase homoéloga a
tensina, pode ter algum peso quando falamos da patogénese deste tumor (Dickerson et al.,

2005). PTEN é um gene supressor de tumor, cuja atividade inibe a proliferacao celular e
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apoptose, bem como inibicdo da migracdo celular e angiogénese, ao regular a expressédo do
gene do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Dickerson et al., 2005). A via da
Fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) promove crescimento e sobrevivéncia celular, porém esta via é
antagonizada pela atividade do produto do gene PTEN, que é inexistente ou encontra-se alterada
em animais com hemangiossarcoma, levando a elevada metastizagao e continuo crescimento e
desenvolvimento a nivel dos tumores endoteliais vasculares (Dickerson et al., 2005). Outro
estudo permitiu ainda a descoberta de que PTEN regula outras proteinas como a proteina
quinase dependente de fosfoinositida (PDK-1) e a proteina quinase N (PKN), cuja funcao regula
a migracao celular (Dickerson et al., 2005; Lim et al., 2004).

1.4. Incidéncia

Esta neoplasia pode ocorrer em qualquer local que contenha vasos sanguineos, sendo
mais comum o seu aparecimento primario no bago (50%-65%), como local de elei¢éo, o atrio
direito do coracéo (3%-25%), a pele (13%-17%) e o figado (5-6%) (Smith, 2003; Kim et al., 2015;
Mullin & Clifford, 2019). O bag¢o € um o6rgédo altamente celular e vascular, que participa em
diversas fung0es fisiologicas, nomeadamente hematopoiese extramedular e atividades relativas
ao sistema imune, podendo, assim, estar predisposto a um desenvolvimento proliferativo,
nomeadamente formacédo de espacos vasculares formados por células endoteliais imaturas de
aspeto pleomorfico, com sangue e codgulos sanguineos no seu interior (Dos Anjos et al., 2016;
Fan, 2021). Para além dos locais anteriormente mencionados, foi relatado ainda o seu
aparecimento em locais como o rim, espaco retroperitoneal, masculo, osso, olho, cavidade oral,
cavidade nasal, bexiga, pulmao, mesentério, omento, vulva/vagina e intestino (Mullin & Clifford,
2019; Smith, 2003). E relatado o aparecimento prematuro de metastases microscopicas nesta
doenca, que ocorrem tanto por via hematogénea para outros 6rgdos, como por contiguidade
apos rutura do tumor, ocorrendo sementeira de células tumorais (Clifford et al., 2000; Mullin &
Clifford, 2019; Das et al., 2021). Cerca de 80% dos animais que chegam a clinica ja apresentam
metéstases no momento do diagnéstico (Smith, 2003). Os locais mais comumente afetados por
metastizac@o tumoral séo o figado, omento, mesentério e pulmdes (Smith, 2003; Mullin & Clifford,
2019).

A espécie mais acometida por este tipo de tumor é o cao, tendo um peso de 2% de todos
os tumores reportados para esta espécie (Mullin & Clifford, 2019), representando, no entanto,
cerca de 51-66% de todas as neoplasias esplénicas (Das et al., 2021). Sdo varios os estudos
que referem a “regra dos dois tergos”, explicando que aproximadamente dois tercos dos tumores
caninos ruturados sdo malignos, e que destes, cerca de dois tercos sdo HSA (Mullin & Clifford,
2019).

As racas com maior registo e predisposicdo para este tumor sédo o Pastor Aleméo, o
Labrador e o Golden Retriever (Tamburini et al., 2010; Batschinski et al., 2018; Mullin & Clifford,
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2019; Das et al., 2021). Sabe-se ainda que os animais mais comumente afetados tém uma idade
gue ronda os 10 anos, em média (Kim et al., 2015; Mullin & Clifford, 2019).

1.5. Fatores de risco
Ainda ndo se sabe, em concreto, quais as causas para 0 aparecimento de
hemangiossarcoma canino, porém sabe-se que existem alguns fatores de risco para o

aparecimento deste tumor (Mullin & Clifford, 2019).

1.5.1. Luz ultravioleta
Um desses fatores de risco é sem duvida a exposicdo a luz UV, que esta relacionada
com o aparecimento de hemangiossarcoma cutaneo, principalmente em animais de pelagem

mais curta e clara, como é o caso de racas como whippets e greyhounds (Mullin & Clifford, 2019).

1.5.2. Genética e Raga

Varios estudos tém investigado o papel da genética no aparecimento de HSA. Para que
as vias de crescimento e divisao celular tenham um bom funcionamento é necessario um trabalho
conjunto de promotores e inibidores de crescimento (Yonemaru et al., 2007). E, portanto, de
extrema importancia o balango entre os genes supressores de tumor, que inibem a proliferacao
e promovem a morte celular e os proto-oncogenes que permitem a sobrevivéncia, crescimento e
proliferacédo das células (Yonemaru et al., 2007). Um estudo refere que no HSA existe delecéo e
mutacdes que levam a inativacdo do gene supressor de tumor (PTEN) (Dickerson et al., 2005).
Outros estudos demonstram uma expressdo aumentada de certas proteinas com funcdo de
regulacéo celular, como pRB, Ciclina D1, Bcl2 e survivina (Murakami et al., 2008; Yonemaru et
al., 2007). Num estudo recente de Davies & Taylor (2020), foram formados grupos contendo
algumas ragas consoante a sua proximidade genética e chegaram a conclusdo que o grupo
contendo as racas pastor alemao, cdo de agua portugués, dobermann e pinscher apresentou
maior nivel de incidéncia de hemangiossarcoma, a que os autores atribuem ao elevado nimero
de pastores alemédes nesse grupo. Ja 0s grupos contendo terriers, braquicéfalos, spaniels,
poodles, dachshunds e beagles apresentaram uma baixa incidéncia de HSA (Davies & Taylor,
2020). Assim, a raca é um fator importante quando consideramos o diagnéstico de

hemangiossarcoma (Davies & Taylor, 2020).

1.5.3. Sexo, idade e peso

Num estudo realizado por Robinson et al. (2020) demonstrou-se que existe maior
predisposicdo dos machos para desenvolvimento de hemangiossarcoma. Carnio et al. (2020) e
Robinson et al. (2020) referem também que animais castrados estdo em maior risco de
desenvolvimento de HSA, sugerindo um envolvimento hormonal nesta patologia , podendo isto
ser explicado também pelo facto da castragdo ter como objetivo o aumento do tempo de vida do

animal, logo, aumenta a probabilidade do animal desenvolver este tumor (Carnio et al., 2020).
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Vérios estudos relacionam a idade e peso do animal como fatores de risco, sendo
observado uma média de idade e peso de cerca de 10 anos e 27 kg, respetivamente (Carnio et
al., 2020; Kim et al., 2015).

1.5.4. Tipo sanguineo

Em medicina Humana o sistema ABO, que incorpora 0s grupos sanguineos A, B, AB e
0, ja é reconhecido como sendo um fator de risco para o desenvolvimento de diversos tipos de
tumores (Franchini et al., 2015). O gene ABO codifica 2 tipos de alelos que irdo ser convertidos
em diferentes glicosaminotransferases, que por sua vez irdo catalisar diferentes carboidratos, N-
acetilgalactosamida ou D-galactose, que irdo converter o antigénio H em antigénio A ou B,
respetivamente (Franchini et al.,, 2015). JA4 o tipo O ndo ir4 codificar nenhuma
glicosaminotransferase funcional, deixando o antigénio H sem alteracédo (Franchini et al., 2015).
Estes antigénios seréo expressos nao sé a superficie dos eritrocitos, mas também na superficie
de diversas células e tecidos, incluindo epitélio, neurénios sensitivos, plaquetas e endotélio
vascular (Franchini et al., 2015). A desregulagdo da atividade enzimética das
glicosaminotransferases, implicadas no grupo sanguineo, € umas das atuais hipdteses que
podem explicar o maior risco dos grupos sanguineos A e B de desenvolverem neoplasias, pois
estas estdo implicadas em processos como a adesdo intercelular, sinalizacdo de membranas
celulares e resposta imune do hospedeiro, podendo a alteracdo destas moléculas de superficie
promover processos neoplasicos (Franchini et al., 2015). Franchini et al., (2015) refere que as
glicosaminotransferases regulam os niveis plasmaticos do fator Von Willebrand, interpretando
este um papel importante como modulador da apoptose e angiogénese, processos
representados na tumorogénese, podendo aqui ser reconhecida uma consequéncia de existir
este tipo de desregulacdo a nivel das glicosaminotransferases. Em medicina veterinaria ja foram
descritos mais de 12 grupos sanguineos, 7 internacionalmente reconhecidos e pertencendo ao
sistema DEA (dog erythrocyte antigen): DEA 1, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 (Blais, 2020). A nivel transfusional
e a nivel clinico o sistema mais importante e mais utilizado € o DEA 1, em que os animais podem
ou nao expressar antigénios funcionais a superficie dos eritrécitos, sendo DEA 1 positivos ou
DEA 1 negativos, respetivamente (Tocci, 2010; Polak et al., 2015; Blais, 2020). Em contraste
com a medicina humana, em medicina veterinaria ainda ndo existem estudos que exibam

informac&o que relacione um tipo sanguineo com uma maior prevaléncia de um tipo de tumor.

2. Diagnostico

Grande parte dos animais que chegam a clinica com HSA visceral encontram-se num
estado de letargia, fraqueza, perda de peso, distensdo abdominal, dispneia, vomito, tosse e
muitas vezes colapso, porém, os sinais apresentados dependem muito do local onde o tumor se
encontra (Mullin & Clifford, 2019). Ao exame fisico podem ser encontradas alteragées como
mucosas palidas, pulso fraco, taquicardia, taquipneia, desidratacdo, distensdo abdominal,

arritmias, abafamento dos sons cardiacos ,dispneia, organomegdlia notada por palpacao,
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petéquias e equimoses (Mullin & Clifford, 2019; Lang, 2020; Das et al., 2021). Para que seja
realizado o estadiamento completo do hemangiossarcoma € necessdario a realizacdo de
hemograma, painel bioquimico, uriandlise , 3 vistas toracicas por raio-x, ecocardiografia, testes
de coagulacéo e ainda ultrassonografia abdominal (Mullin & Clifford, 2019; Oakley & Chretin,
2020).

E realizado um estadiamento clinico (tabela 1) que ir4 ajudar o clinico a definir o
tratamento mais correto para cada caso, para além de permitir definir o prognéstico do paciente
(Mullin & Clifford, 2019; Oakley & Chretin, 2020).

Tabela 1- Sistema de estadiamento clinico do hemangiossarcoma canino (TMN), segundo Mullin & Clifford (2019)

Tumor primario (T)

TO Sem evidéncia de tumor
1 Tumor <5 cm de diametro e confinado
aos tecidos primarios
T2 Tumor =5 cm ou roturado, invadindo
tecidos subcutaneos
3 Tumor invade estruturas adjacentes,
incluindo o musculo
Linfonodos regionais (N)
NO Sem envolvimento de linfonodos
N1 Envolvimento do linfonodo regional
N2 Envolvimento de linfonodo distante
Metastases distantes (M)
MO Sem evidéncia de metastases
M1 Metastases distantes
Estadios

| TO ou T1, NO, MO
[ T1 ou T2, NO ou N1, MO
Il T2 ou T3, NO, N1 ou N2, M1

2.1. Histopatologia e citologia

Atualmente o gold standard para o diagndstico de hemangiossarcoma € a histopatologia,
podendo em alguns casos ser diagnosticado também por citologia (Mullin & Clifford, 2019). A
histopatologia permite um diagndstico mais eficaz deste tipo de neoplasias. Mesmo dentro do
mesmo tumor existe grande heterogeneidade morfolégica da amostra, podendo conter areas
com uma apresentacdo bem diferenciada, sendo possivel distinguir canais vasculares, formados
por células endoteliais e areas com apresentacdo mal diferenciada, em que podem ser
observadas areas soélidas compostas por células anaplasicas do estroma (Bertazzolo et al.,
2005).

A citologia € um método diagnéstico facil de utilizar e caso seja possivel obter um

diagndstico do tumor é algo que rapidamente permite ao clinico tomar uma deciséo terapéutica,
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porém, uma citologia negativa ndo permite descartar a existéncia de neoplasia, para além de que
tumores vasculares, como é o caso do hemangiossarcoma, provocam grande contaminacao das
amostras, tornando o diagnostico ainda mais complicado (Tecilla et al., 2019). No caso de ser
realizada uma aspiracdo por agulha fina guiada por ultrassonografia existe ainda o risco de
ocorréncia de hemorragia (38%) (Oakley & Chretin, 2020).

Pode ainda ser realizada imunohistoquimica a partir do tecido tumoral de modo a
diferenciar o hemangiossarcoma de outros tipos de tumores, principalmente quando as
caracteristicas histopatologicas de HSA ndo sdo aparentes, através do uso, por exemplo, de
marcadores como o fator Von Willebrand, CD31, CD34, CD117, claudina-5, VEGF e vimentina
(Mullin & Clifford, 2019; Griffin et al., 2021).

2.2. Analises laboratoriais

Quanto as andlises laboratoriais em pacientes com HSA s&o varios os pardmetros que
podem encontrar-se alterados e é de notar que ndo devem ser utilizados como métodos de
diagndstico definitivo, mas sim como auxilio no diagndstico. No hemograma as alteracdes mais
comumente identificadas sdo anemia, trombocitopenia, esquisocitos, acantdcitos, elevado tempo
de protrombina (TP), elevado tempo de tromboplastina parcialmente ativada (aPTT) e aumento
dos produtos de degradacgéo da fibrina, fibrinogénio e d-dimeros (Wong et al., 2015; Mullin &
Clifford, 2019). A anemia é frequentemente de caracteristica regenerativa (Mullin & Clifford, 2019;
Das et al., 2021). Isto deve-se, ndo s6 a uma potencial anemia da doenca crénica, como a
existéncia de hemdlise intravascular microangiopéatica, pois em animais com HSA existe um
crescimento anormal das células endoteliais, levando a um maior crescimento de fibrina para o
limen vascular podendo levar a rotura e hemolise dos eritrécitos, baixando assim o hematécrito
dos pacientes (Wong et al., 2015). E reportado ainda o aparecimento de trombocitopénia em até
75% dos cées, que pode dever-se tanto a consumo, diminuicdo na producéo, sequestro
plaqguetario e/ou destruicao pelo tumor (Das et al., 2021; Griffin et al., 2021; Mullin & Clifford,
2019). Trombocitopénia derivada de sequestro plaquetario ocorre principalmente em processos
malignos que provoquem organomegdlia, particularmente no bago (esplenomegalia) (Childress,
2012). Cerca de um terco das plaquetas estdo armazenadas no baco, logo, qualquer patologia
em que ocorra esplenomegalia ird aumentar a acumulacao plaquetaria neste 6rgao (Childress,
2012). Ja a destruicdo plaquetaria poderd ocorrer por um processo imunomediado, que
geralmente ocorre em neoplasias malignas hematoldgicas (ex: linfoma, mieloma multiplo,
sarcoma histiocitico), ou ndo imunomediado, secundario a uma microangiopatia em pacientes
com neoplasias (Helfand, 1988; M. Childress, 2012). Wong et al. (2015) indicam que um valor
abaixo de 83000 plaquetas/pL tem um valor preditivo positivo para o diagnéstico de HSA (Wong
et al., 2015). No caso da trombocitopénia tem que haver bastante cuidado na sua interpretacgéo,
pois a existéncia de agregados plaquetarios pode resultar numa baixa contagem plaquetaria na
maquina, levando a resultados pouco fidedignos (Wong et al.,, 2015). Os acantdcitos sao

eritrocitos, encontrados em esfregagos sanguineos ou efusdes, que apesar de apresentarem
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volume celular normal, a sua forma apresenta mais de duas espiculas que se projetam da
membrana celular e estes sdo associados a diversas doencas, incluindo hemangiossarcoma
(50%), decorrente de dano direto da parede ou alteragdo no metabolismo lipidico (Wong et al.,
2015). Uma elevada contagem de acantocitos (>67 acantdcitos/ 2000 eritrécitos ou >71
acantécitos/2000 eritrocitos do sangue periférico) apresenta um elevado valor preditivo positivo
para o diagnéstico de hemangiossarcoma (Wong et al., 2015). Também os esquisdcitos, sédo
porcdes de eritrocitos fragmentados comumente encontrados em situacdes de CID, logo, podem
também aparecer em caes com hemangiossarcoma. (Wong et al., 2015). Quanto aos tempos de
coagulacédo, PT e aPTT, estes podem encontrar-se elevados em animais com este tipo de
neoplasia, sendo mais comum quando o figado é o 6rgdo afetado, devido a sua produgédo de
fatores de coagulagdo, podendo também haver prolongamento dos mesmos em outras
neoplasias malignas ou benignas quando afetam este mesmo 6rgdo, ndo sendo esta andlise tao
especifica de HSA (Wong et al., 2015). Para além destas altera¢cBes, € de notar que cerca de
50% dos animais com HSA apresentam sinais de coagulacéo intravascular disseminada (CID),
cujos critérios para esta determinacdo sdo a inclusdo de trombocitopenia, aumentos dos
produtos de degradacdo do fibrinogénio, tempos de coagulacdo prolongados, fragmentacéo
eritrocitaria e diminui¢do dos niveis de fibrinogénio (Davies & Taylor, 2020; Oakley & Chretin,
2020).

Para além destas altera¢des também a leucocitose € um achado comum em caes com
hemangiossarcoma, nomeadamente leucocitose neutrofilica, devido a necrose tumoral

juntamente com a inflamacéo associada (Wong et al., 2015)

Alteracdes bioquimicas sao pouco especificas em pacientes com hemangiossarcoma,
sendo reportado por vezes hipoproteinemia e potencial aumento das enzimas hepéticas (Davies
& Taylor, 2020).

2.3. Diagnéstico por imagem

O diagnéstico por imagem é muito importante no processo de diagndéstico de HSA, bem
como para o seu estadiamento. As radiografias toracicas devem ser realizadas para identificar
metéstases pulmonares, possiveis efusdes pericardicas ou alteragcdes na silhueta cardiaca
(Fabbi et al., 2017; Mullin & Clifford, 2019).

Com ecografia abdominal é possivel aumentar o grau de suspeita de HSA, sendo
possivel identificar efusdes abdominais, que sdo bastante comuns em cédes com este tipo de
tumor, bem como identificar o 6rgdo em que se encontra 0 mesmo e cuja lesdo pode variar
quanto a ecogenicidade, apresentando normalmente aparéncia hipoecoica, cavitaria e
heterogénea (Mullin & Clifford, 2019; Oakley & Chretin, 2020). Para além dos exames
complementares de diagndéstico por imagem anteriormente referidos, podem ainda ser realizadas
ecocardiografias, para identificacdo de tumores cardiacos, e eletrocardiogramas, que nos

possibilitam identificar arritmias ventriculares que ocorrem de forma comum em cédes com HSA
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(Mullin & Clifford, 2019). Em certas situacdes pode ainda utilizar-se diagnéstico de imagem
avancado, como TAC e Ressonancia Magnética, sendo esta Ultima de grande utilidade para
casos de hemangiossarcoma localizados no sistema nervoso do paciente (Mullin & Clifford,
2019; Mallol et al., 2022).

2.4. Biomarcadores

Biomarcadores tém sido explorados como testes nao evasivos que permitem distinguir o
hemangiossarcoma de outras doencas, permitindo um tratamento mais rapido e assertivo. Ja
foram estudados biomarcadores como a timidina quinase, cuja expressdo ocorre apenas em
células em proliferagdo e portanto estara mais elevada em cdes com hemoabddémen por
hemangiossarcoma ou outra neoplasia maligna do que em animais sem doenca ou com
neoplasia benigna (Thamm et al., 2012). Kirby et al., (2011) utilizaram eletroforese em duas
dimensbes com o objetivo de separar proteinas que servissem como biomarcadores para a
identificacdo de cdes com hemangiossarcoma, dado este tumor ser altamente vascularizado,
tendo a capacidade de alterar a circulagdo de proteinas sanguineas ou até colocar em circulagao
novas proteinas associadas a esta neoplasia. A proteina sérica, péptido de colagénio XXVII,
mostrou ter o maior interesse, pois refletiu a presenc¢a do tumor, estando este bastante elevado
no soro de animais que apresentam HSA, baixando os seus niveis ap6s esplenectomia e
aumentando novamente os valores em animais que tém recorréncia do mesmo (Kirby et al.,
2011). O colagénio fibrilar encontra-se abundantemente em tecido conjuntivo da pele, 0sso,
tenddes, ligamentos, paredes dos vasos sanguineos e cérnea (Kirby et al., 2011). A sua relacéo
biolégica com o HSA ainda ndo € conhecida, porém a sua maior concentracdo pode estar
relacionada com a clivagem proteica e degradacéo nos tecidos circundantes (Kirby et al., 2011).
Mais estudos tém que ser realizados para demonstrar a sua verdadeira especificidade e
sensibilidade como biomarcador para o diagnéstico de cdes com hemangiossarcoma(Kirby et al.,
2011). A utilizag&o da troponina | como biomarcador também demonstrou bons resultados quanto
a identificacdo da etiologia de uma efusdo pericardica, permitindo diferenciar efusdes
pericardicas idiopaticas, de efusdes derivadas de hemangiossarcoma cardiaco (Shaw et al.,
2004; Chun et al., 2010). A troponina cardiaca | € um marcador especifico e sensivel para
identificar isquemia e necrose do miocardio, algo que ocorre quando os caes apresentam efusdo
pericardica, sendo estas alteragcdes mais severas em cées que apresentam hemangiossarcoma
a nivel cardiaco (Shaw et al., 2004). Assim, Shaw et al., 2004 identificaram concentra¢gées mais
elevadas de troponina | cardiaca em cdes com efusdo pericardica derivada de
hemangiossarcoma cardiaco, comparativamente a cdes com efusdes pericardicas de origem
idiopética. Foram ainda estudados como biomarcadores o fator plasmético de crescimento do
endotélio vascular (Clifford, Hughes, et al., 2000), a alfa-1-glicoproteina acida (Yuki et al., 2011),
bem como o uso de citometria de fluxo multiparamétrico com sangue periférico para detetar
marcadores a superficie de células malignas de cdes com HSA, permitindo auxiliar no

diagnéstico deste tumor (Lamerato-Kozicki et al., 2006). O fator plasmético de crescimento do
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endotélio vascular encontra-se mais elevado em animais com hemangiossarcoma, comparando
com animais saudaveis (Clifford et al., 2000). Quanto a alfa-1-glicoproteina acida foi demonstrado
gue se encontra em niveis mais elevados em tumores como carcinomas, sarcomas e tumores
de células redondas e que esta é produzida pelo proprio tumor, tendo ainda a capacidade de

diminuir a competéncia imune do animal (Yuki et al., 2011).

3. Terapéutica

A apresentacdo dos caes que chegam com HSA tende a ocorrer em situacbes de
urgéncia, em que este se encontra clinicamente descompensado, por vezes com sinais evidentes
de choque, apresentando mucosas palidas, aumento do tempo de replecdo capilar, pulsos
fracos, taquicardia, prostracdo e fraqueza, tendo primariamente que ocorrer estabilizacdo do
paciente (Herold et al., 2008). E realizada fluidoterapia, cujo objetivo sera restabelecer o volume
circulatério, oxigenoterapia e analgesia caso os pacientes apresentem sinais evidentes de dor e
desconforto e transfuséo sanguinea caso haja perda significativa de sangue ou sinais evidentes
de défices da coagulagdo (Herold et al., 2008). Devera ser realizada uma ecografia FAST
abdominal para que seja identificada alguma possivel fonte de hemorragia que tenha que ser
parada assim que o paciente esteja suficientemente estavel (Herold et al., 2008). As principais
causas nao traumaticas de hemorragia abdominal (hemoabdémen) sdo alteragbes da
coagulacdo, isquemia, hematoma e rotura de tumor, esta Ultima ocorrendo com bastante

frequéncia em caes com HSA esplénico (Herold et al., 2008).

3.1 Abordagem cirargica

A melhor abordagem para tratamento de HSA é a excisao cirdrgica do tumor (Mullin &
Clifford, 2020). Os tumores cutaneos e subcutaneos sédo excisados com margens de 1-2 cm e
um plano fascial em profundidade, podendo existir cura caso ndo haja metastiza¢éo regional ou
a distancia (Batschinski et al., 2018). Em tumores esplénicos é realizada esplenectomia completa
e em tumores hepaticos e renais sdo realizados lobectomia e nefrectomia, respetivamente
(Batschinski et al., 2018; Mullin & Clifford, 2020). Ja em tumores cardiacos é dificil a rececao
completa do tumor, podendo, no entanto, ser realizado pericardiectomia paliativa via toracotomia
ou toracoscopia e auriculectomia (Case et al., 2013; Arai et al.,, 2019). Existe ainda a
possibilidade de realizar amputacdes em alguns cées, cujas margens de excisdo ndo consigam
ser atingidas, como por exemplo alguns tumores a nivel intramuscular (Mullin & Clifford, 2019).
Com excec¢do do hemangiossarcoma cuténeo € raro existir uma cura completa (Batschinski et
al., 2018).

3.1.1. Esplenectomia completa por laparotomia

Em casos de suspeita de tumor esplénico a cirurgia mais aconselhada sera a
esplenectomia completa por laparotomia, visto que em situacdes de maior urgéncia nos permite
ter uma melhor visualizacdo do que esta a ocorrer, quando comparado com a realizacdo de

cirurgia por laparoscopia (Richter, 2018).
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Ap6s a anestesia, o animal é colocado em decubito dorsal e é realizada uma celiotomia
na linha média desde o processo xiféide a pubis, permitindo que haja boa visualizacao,
principalmente quando o animal apresenta evidente hemorragia e requer cuidados mais
atempados (Richter, 2018). Seguidamente a identificacdo do bago e controlo da hemorragia é
necessario prosseguir cirurgicamente a ligagdo dos vasos sanguineos (artéria gastroepiploica
esquerda, pequenas veias e artérias gastricas e artérias e veias esplénicas), podendo isto ser
realizado através de ligaduras individuais ou através de um aparelho de selacédo de vasos, este
Gltimo permitindo maior rapidez de todo o processo (Richter, 2018). Ao contrario do que se
pensava anteriormente, a ligacdo destas artérias esplénicas e pequenas artérias gastricas ndo
compromete o fluxo sanguineo para a curvatura maior do estbmago, tendo ainda a vantagem de
permitir uma cirurgia mais rapida (Rivier & Monnet, 2011). O aparelho de selagdo de vasos
mencionado permite minima manipulacdo do 6rgédo e permite realizar presséo sobre os tecidos
emitindo posteriormente uma energia bipolar ou ultrassoénica, permitindo que o colagénio e
elastina dos vasos cerre os proprios vasos (Rivier & Monnet, 2011; Richter, 2018). Pode ainda
ser utilizado intra-cirurgicamente um eletrocautério bipolar que permite uma hemdstase eficaz e
rapida (Rivier & Monnet, 2011; Richter, 2018). Caso sejam realizadas ligaduras é aconselhado
recorrer a ligadura dupla dos vasos esplénicos, para minimizar a possibilidade de hemorragia
pés-operatéria (Richter, 2018). Antes de fechar é aconselhado ainda a realizacdo de uma
lavagem abdominal seguida de inspecdo de qualquer hemorragia que possa ainda existir
(Richter, 2018).

3.1.2 Esplenectomia laparoscépica
A laparoscopia abdominal é uma técnica cirdrgica minimamente invasiva que tem como
vantagem um pés operatério menos doloroso, uma recuperacdo mais rapida, para além de haver

contaminag&o minima, reduzindo bastante o risco de infe¢Bes (Wright et al., 2016).

Wright et al. (2016) descreve a esplenectomia laparoscopica como sendo uma técnica
algo complexa, com possibilidade de hemorragia excessiva e tempos cirdrgicos aumentados,
comparando com esplenectomia por laparotomia, havendo ainda a grande possibilidade de ter
que se realizar laparotomia aberta, caso haja alguma complicacéo. Segundo este estudo esta
técnica pode ser realizada em massas de pequenas dimensdes, beneficiando das vantagens
mencionadas acima, sendo contraindicada quando temos massas médias/grandes (largura X
comprimento, >4 X4cm), pois tera que haver uma maior manipulagéo, aumentando muito o risco
de hemorragia (Wright et al., 2016).

3.1.3 Complicacdes da esplenectomia

E necessario reconhecer as complicagdes que podem decorrer da realizacdo de uma
esplenectomia para podermos atempadamente assistir 0 paciente caso seja necessario (Richter,
2018). Com maior frequéncia podem ocorrer hemorragias, obstru¢cdo vascular e arritmias

cardiacas (Richter, 2018). A hemorragia pds-operatdria é sem dulvida das ocorréncias mais
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frequentes, podendo dar-se por ma ligacdo dos vasos sanguineos durante a cirurgia, sendo
assim aconselhada a monitorizagdo do hematécrito do paciente (Richter, 2018). Os trombos
podem ocorrer no periodo pés-cirirgico, principalmente no sistema porta, nomeadamente na
veia porta (Richter, 2018). J& as arritmias cardiacas, usualmente do tipo ventricular prematuras
ou taquicardia ventricular, sabe-se que ocorrem com alguma frequéncia em animais com
hemangiossarcoma, hematomas e em animais que realizaram esplenectomia (Richter, 2018). A
causa destas arritmias é dada néo so6 pela isquemia do miocardio, provocada pelo baixo retorno
venoso e possivel choque hipovolémico, provocado pela massa roturada, bem como por
possiveis desequilibrios acido-base e de eletrélitos, microembolismo e hipovolémia (Richter,
2018). E recomendada a monitorizagdo do ritmo cardiaco através de eletrocardiogramas
(Richter, 2018). Para além destas complicagdes também estdo documentadas outras
ocorréncias, nomeadamente, dilatacdo e tor¢cdo gastrica apds esplenectomia, devido ao
estiramento que existe dos ligamentos gastrosplénico, hepatoduodenal e hepatogastrico
(Richter, 2018). O bago tem como fung¢é@o armazenar reservas de eritrocitos, bem como retirar
da circulagao eritrocitos infetados seja por bactérias, rickettsias ou hemoparasitas (Richter,
2018). Assim sendo, apds a esplenectomia existe também um maior risco de hipdxia e isquémia,
pois ndo havera o suplemente de eritrécitos oxigenados, provenientes do baco, para a circulagéo,
havendo assim maior risco de infecdo (Richter, 2018).

3.2 Quimioterapia
3.2.1 Quimioterapia metronémica Vs Quimioterapia convencional

Devido a elevada capacidade de metastizacdo por parte deste tumor é indicada a
realizacdo de quimioterapia apos a excisédo do mesmo (Batschinski et al., 2018; Mullin & Clifford,
2019). Existem duas abordagens a que podemos recorrer para realizar quimioterapia: (1)
Quimioterapia convencional (ou citotéxica), que usa a maxima dose tolerada, com o objetivo de
destruir o maior nimero de células neoplasicas possivel, incluindo pausas na administracdo dos
farmacos para que haja recuperacao dos tecidos normais; (2) Quimioterapia metronémica, que
implica o uso continuado de drogas quimioterapicas, em doses mais baixas, com ou sem uso de
anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES) (Biller, 2014; Matsuyama et al., 2017; Batschinski et
al., 2018; Mullin & Clifford, 2020). Ao contrario da quimioterapia convencional, a quimioterapia
metrondmica tem como alvo de acdo a vasculogénese e angiogénese tumoral, com a sua acao
anti-angiogénica e anti-proliferativa sobre as células percursoras endoteliais, bem como acao
sobre células imunolégicas, que facilitam o ataque do tumor sobre o sistema imune (Biller, 2014;
Chaikin & Welihozkiy, 2018). O tumor expressa antigénios proprios que apenas sao tolerados
pelas células T gracas as células T reguladoras, que irdo ser alvo da quimioterapia metronémica,
reduzindo o numero destas células T reguladoras em circulagcdo (Finotello et al., 2017;
Matsuyama et al., 2017; Chaikin & Welihozkiy, 2018).

Sao inimeros os estudos que indicam diversos tipos de protocolos de quimioterapia para

animais com HSA. Como exemplos de quimioterapia convencional temos o uso de doxorrubicina
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(DOX) como agente Unico ou em combinac¢des com outros farmacos como a ciclofosfamida (CF),
minociclina, vincristina, metotrexato, dacarbazina, ifosfamida e deracoxib (Mullin & Clifford,
2020). Mais recentemente o uso de quimioterapia metronémica tem vindo a ganhar interesse,
tendo sido publicados diversos estudos usando esta abordagem metrondmica com farmacos
como clorambucil, talidomida, lomustina e ciclofosfamida, sendo esta Ultima a mais utilizada em
animais com HSA (Biller, 2014; Mullin & Clifford, 2020). Para propdsitos desta dissertacao e
devido a grande quantidade de protocolos existentes apenas serdo abordados os farmacos

utilizados neste estudo.

3.2.2 Farmacos

3.2.2.1 Doxorrubicina

Varios estudos indicam que protocolos com base em doxorrubicina aumentam a
sobrevivéncia de animais com HSA esplénico em 5-6 meses (Batschinski et al., 2018).
Batschinski et al., (2018) usaram o protocolo com um total de 6 ciclos de doxorrubicina, dada por
via intravenosa a cada 21 dias, usando doses de 30 mg/m? (animais com > 15kg) ou 1 mg/kg
(animais com < 15 kg). Animais tratados com cirurgia seguida de quimioterapia com
doxorrubicina tém tempos de sobrevivéncia bastante maiores que animais apenas tratados com
cirurgia, porém, os animais que vivem mais de 1 ano continuam a ser poucos (16%) (Batschinski
et al., 2018). Apesar da doxorrubicina ser a droga mais utilizada para tratamento de HSA tem a
desvantagem de causar cardiotoxicidade cumulativa dependente da dose, podendo néo ser
aconselhada em todos os pacientes e ter de ser descontinuada a certa altura do tratamento
(Faulhaber et al., 2021). Para além deste efeito secundario, jA sdo bem conhecidos outras
alterag6es provocados pela sua toxicidade, assim como: 1) anemia, leucopénia e
trombocitopénia, devido ao efeito supressor sobre a medula dssea, 2) aumento da ureia e
creatinina, bem como proteindria e hematliria decorrentes de nefropatia e 3) efeitos
gastrointestinais, por dano da mucosa e vilosidades intestinais (Manno et al., 2016). Teske et al.
(2011) descreve uma alternativa a administragcdo de doxorrubicina de forma livre,
nomeadamente, doxorrubicina lipossomal peguilhada (PL-Dox). A PL-Dox apresenta uma semi-
vida plasmatica superior a doxorrubicina livre, menor “clearence” plasmatico e menor volume de
distribuicdo em cées, para além de apresentar menores efeitos secundarios de cardiotoxicidade
do que a Dox livre (Teske et al., 2011). Porém, comparativamente a Dox livre, a PL-Dox nao
aumentou o tempo de sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma visceral (Teske et al.,
2011).

3.2.2.2 Carboplatina

A carboplatina é um farmaco utilizado como adjuvante para o tratamento de varios tipos
de tumores, nomeadamente osteossarcoma em caes (Faulhaber et al., 2021). A dose utilizada
de carboplatina é de 300 mg/m?, via intravenosa, a cada 3 semanas, administrada cerca de 4
vezes (Gustafson & Bailey, 2020; Faulhaber et al., 2021). Segundo Faulhaber et al., (2021) a

média de tempo de sobrevivéncia de cdes com HSA esplénico tratados com Carboplatina, versos

27



tratados com doxorrubicina foi muito similar, podendo ser o uso de carboplatina uma boa
alternativa para tratamento de HSA, visto ter menos efeitos secundarios. O principal efeito
secundario e que limita a dose da carboplatina é a mielotoxicidade, podendo ocorrer neutropenia
e trombocitopénia nestes animais (Coffee et al., 2020).

3.2.2.3 Ciclofosfamida

A ciclofosfamida é um agente quimioterapico que pode ser dado via oral ou intravenoso
nos nossos animais de companhia (Gustafson & Bailey, 2020). Pode ser utilizado em dose
convencional, administrando bolus entre 200 a 250 mg/m? ou fracionado, administrando uma
dose de 50-75 mg/m? , via oral, durante 3-4 dias consecutivos (Gustafson & Bailey, 2020). Cada
vez mais a ciclofosfamida tem sido utilizada em protocolos de quimioterapia metronémica,
associada ou ndo a outros agentes anti tumorais e anti-inflamatorios nao esteréides (Gustafson
& Bailey, 2020). No estudo de Matsuyama et al., (2017) varias doses metrondémicas de

ciclofosfamida foram utilizadas, desde 10 -15 mg/m? diariamente até 25 mg/m? a cada dois dias.

De entre os efeitos secundarios da ciclofosfamida os mais espectaveis serdo neutropenia
e cistite hemorragica estéril, esta Ultima ocorrendo devido a um metabolito da ciclofosfamida, a
acroleina, capaz de irritar a mucosa da bexiga (Matsuyama et al., 2017; Gustafson & Bailey,
2020). Também podem ocorrer, com menor frequéncia, alguns sinais clinicos gastrointestinais,

como nauseas e vomitos (Gustafson & Bailey, 2020).

Marconato et al. (2019) chegaram a conclusdo que o uso de um protocolo convencional
baseado em doxorrubicina leva a um aumento do tempo de sobrevivéncia, comparativamente a
animais que realizaram protocolos de quimioterapia metronomica baseada em ciclofosfamida, e
talidomida em combina¢des com piroxicam e meloxicam. No estudo realizado por Matsuyama et
al. (2017) utilizando caes com HSA esplénico, os resultados referem que cées que completaram
as sessOes de quimioterapia apenas com doxorrubicina e cdes que completaram doxorrubicina
e seguidamente realizaram quimioterapia metrondmica com ciclofosfamida néo tiveram
resultados muito diferentes quanto ao tempo de sobrevivéncia, no entanto, ndo foi administrado

qualquer anti-inflamatério ndo esteréide.

3.2.2.4 Clorambucil

O clorambucil € um farmaco de rapida absorcdo, que se encontra disponivel para
administracdo via oral (Gustafson & Bailey, 2020). A dose convencional utilizada para
administracdo diaria é de 2-8 mg/m? e sabe-se que a dose de 4 mg/m?2 é bem tolerada para uso
cronico e tem vindo a ser utilizada em protocolos de quimioterapia metronémica (Mutsaers &
Biller, 2020). Doses mais elevadas (6-8 mg/m? ) podem levar a efeitos secundarios como

alteracdes gastrointestinais e mielossupresséo (Mutsaers & Biller, 2020).

Assim como a quimioterapia metronémica usando ciclofosfamida, o uso de clorambucil

com a mesma abordagem, em conjunto com um polisacaridopeptido (PSP), resultou hum tempo
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de vida bastante elevado para um cdo, com a vantagem do animal manter uma boa qualidade
de vida (Chaikin & Welihozkiy, 2018). No estudo anterior, a reduzida amostra utilizada leva-nos

a interpretar este resultado com alguma caucéo.

3.3 Outras alternativas terapéuticas

Para além da quimioterapia, tém sido estudadas alternativas para o tratamento deste
tumor, cujo tempo de vida continua a ser bastante baixo. Existem alternativas como terapia alvo
com o uso de inibidores da tirosina quinase, imunoterapia usando vacinas autélogas e terapias
alternativas com ervas medicinais chinesas (Batschinski et al., 2018; Mullin & Clifford, 2020).
Radioterapia ndo é muito usada para tratamento de hemangiossarcoma devido a sua rapidez de

metastizacéo e localizacdo (Mullin & Clifford, 2020).

3.3.1 Radioterapia

A radioterapia ndo tem sido muito utilizada para tratar animais com hemangiossarcoma
(Griffin et al., 2021). Foram realizados protocolos de radioterapia como tratamento paliativo, em
HSA nao esplénicos, com o objetivo de diminuir o tamanho deste, porém os resultados obtidos
nao foram muito favoraveis e ndo houve um prolongamento na sobrevivéncia destes animais
(Griffin et al., 2021). Podera ser um tratamento a considerar em casos de HSA néo visceral, cuja
excisdo cirargica ndo possa ser completa ou em casos de HSA cardiaco, havendo a possibilidade
de diminuir o tamanho da neoplasia e assim diminuindo a necessidade de pericardiocentese em

pacientes com hemopericardio e consequente tamponamento cardiaco (Griffin et al., 2021).

Serdo necessarios mais estudos para conseguir avaliar os beneficios que este tipo de tratamento

pode trazer para neoplasias tdo agressivas como o HSA (Griffin et al., 2021).

3.3.2 Imunoterapia
A imunoterapia ainda ndo € uma opcédo terapéutica muito utilizada para tratamento do
hemangiossarcoma, mas assim como a radioterapia mais estudos devem ser realizados para

avaliar a sua verdadeira eficacia (Griffin et al., 2021).

Foi realizado um estudo que demonstra a possivel eficdcia de uma vacina anti-tumoral
que pode ser utilizada em animais com hemangiossarcoma (U’Ren et al., 2007). Neste estudo
foi possivel perceber que os animais, que receberam a vacina e concomitantemente realizaram
quimioterapia com doxorrubicina, toleraram bem esta nova terapia e desenvolveram resposta
imune humoral contra um antigénio controlo, bem como contra células de hemangiossarcoma
canino (U'Ren et al., 2007). Quanto ao tempo de sobrevida em pacientes que optam por este
tipo de tratamento, ainda esta por estudar se realmente existe um aumento do tempo médio de
vida utilizando este tipo de abordagem (U’'Ren et al., 2007). Vail et al. (1995) também
contribuiram para o conhecimento da imunoterapia com o seu estudo, utilizando
imunomoduladores encapsulados em lipossomas (L-MTP-PE). Concluiram nesse mesmo estudo

que este L-MTP-PE possui atividade antimetastatica em animais que possuem HSA
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minimamente responsivo a quimioterapia (Vail et al., 1995). Ainda, no estudo de Brown & Reetz.
(2012) foi utilizado o polissacaridopeptido (PSP), agente bioativo de um cogumelo (Coriolus
versicolor), cuja capacidade anti-tumoral em culturas de tecidos ja € conhecida. Foi verificado
que, de facto, a administracdo de uma dose de 100 mg/kg/dia de PSP permitiu obter resultados
de sobrevivéncia média de 199 dias, sendo isto superior a grande parte dos casos reportados de
animais que recebem protocolos baseados em doxorrubicina, para além de prolongar o tempo

até ao aparecimento de metastases (Brown & Reetz, 2012).

4.Prognadstico

Devido a sua progressao silenciosa, principalmente a nivel visceral, o prognéstico para
animais diagnosticados com hemangiossarcoma, na maior parte das vezes, € mau (Matsuyama
et al., 2017). O local de aparecimento do tumor ira, na maior parte das vezes, definir um melhor
ou pior prognéstico, em que, por exemplo, tumores cutdneos tendem a ter um melhor prognéstico

que neoplasias a nivel visceral (Batschinski et al., 2018).

O baco é o 6rgdo mais afetado por este tipo de tumor, e sendo este um 6rgéo interno
frequentemente a sua presenca apenas € identificada quando estamos perante um estado
bastante avan¢ado (Rozolen et al., 2021). Temos de ter em conta que o estadio a que o tumor é
diagnosticado tem muita importancia no que toca ao prognéstico do paciente, sendo que HSA
em estadio Il tém o pior prognéstico (Rozolen et al., 2021). Animais que apresentam estadios |
e Il apresentam também grande desafio, porém, o tempo de sobrevivéncia tende a ser maior
(Masyr et al., 2021; Rozolen et al., 2021). Assim, a presenca de metastases antes da cirurgia
(estadio Ill) implica que o animal tenha um prognéstico relativamente pior a um animal que nao
tenha estas mesmas alteragcdes, seguindo a tabela de estadiamento clinico (tabela 1),
justificando assim a importancia de métodos de diagnéstico, como a radiografia antes do

procedimento cirdrgico (Griffin et al., 2021).

Um estudo recente associou certos marcadores como Claudina-5, PSMA e gene
Ki57/expressdo da sua proteina como marcadores prognésticos em cdes com
hemangiossarcoma (Rozolen et al., 2021). A claudina-5 é uma proteina de membrana,
responsavel pela integridade e manutengdo das membranas vasculares, o PSMA é um marcador
de tumor prostético, cuja sua presenca ja foi identificada em hemorragias abdominais e a Ki-67
€ uma proteina encontrada a nivel do nucleo, usada para avaliacdo da proliferacdo celular
(Rozolen et al., 2021). Neste estudo chegaram & concluséo de que tanto a claudina -5, como a
expressdo do gene PSMA podem ser utilizadas como fatores prognésticos para o aparecimento
e desenvolvimento de metastases (Rozolen et al., 2021). Quanto a expressao do gene PSMA
também foi possivel identificar uma correlacdo direta entre a sua presenca e o progndstico do
animal (Rozolen et al., 2021). O index Ki67 também foi avaliado e demonstrou estar mais elevado

em animais num estadio mais avangado, comparativamente a animais com HSA de estadio mais
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baixo (Rozolen et al., 2021). Assim, todos estes marcadores podem ser utilizados como possiveis

fatores progndsticos em cdes com hemangiossarcoma (Rozolen et al., 2021) .

No estudo de Masyr et al. (2021), fatores como a contagem de leucdcitos, a presenca de
hemoabddmen ou a ocorréncia de transfusdo sanguinea nao foram identificados como sendo
fatores de mau prognoéstico. No entanto, a presenca de trombocitopénia demonstrou estar
relacionada com um pior prognéstico, podendo isto estar diretamente associado a perturbacdes
hemostaticas (Masyr et al., 2021). Para além do seu conhecido papel relacionado com a
hemostase, as plaquetas tém também, a certo nivel, funcdo reguladora do sistema imune,
podendo isto levar a uma diminuicéo da resposta imunitaria por parte do animal, piorando assim

0 seu prognéstico (Masyr et al., 2021).

Na tabela 2 pode-se observar o tempo médio de sobrevivéncia encontrados na literatura
de cdes com HSA que realizaram algum tipo de tratamento, desde animais que apenas
realizaram esplenectomia, até animais que realizaram esplenectomia e posteriormente
quimioterapia adjuvante. Os pacientes que apenas realizaram esplenectomia obtiveram as piores
médias em dias de sobrevivéncia, com cerca de 42-86 dias (Batschinski et al., 2018; Marconato
etal., 2019; Faulhaber et al., 2021). Em contraste, a combinacgdo de esplenectomia com posterior
quimioterapia metronémica com clorambucil e polisacaridopeptido (PSP) obteve o maior tempo
de sobrevivéncia, de cerca de 2 anos (Chaikin & Welihozkiy, 2018), seguido pelos valores médios
de sobrevivéncia de animais que realizaram esplenectomia seguida de quimioterapia
convencional com doxorrubicina (90 -274 dias) (Matsuyama et al., 2017; Batschinski et al., 2018;
Faulhaber et al., 2021). Porém, este tratamento convencional com altas doses de doxorrubicina
também foi o que obteve maiores reac¢des adversas por parte dos animais ( Matsuyama et al.,
2017; Batschinski et al., 2018; Faulhaber et al., 2021). Por fim, aqueles que receberam
quimioterapia metronémica apds esplenectomia, obtiveram tempos de sobrevivéncia médios de
58 -178 dias, com a vantagem de obterem uma melhor qualidade de vida (Lana et al., 2007,
Finotello et al., 2017; Matsuyama et al., 2017; Marconato et al., 2019;). Exceto no estudo de
Marconato et al., (2019), estudos em que os animais realizaram quimioterapia metronémica em
conjunto com um anti-inflamatério ndo esteroéide inibidor da cicloxigenase 2 (AINES-Cox2) (Lana
et al., 2007; Finotello et al., 2017) obtiveram melhores resultados (168- 178 dias) que aqueles
que utilizaram quimioterapia metronémica sem o uso de AINES-Cox2 (134 dias) (Matsuyama et
al., 2017).
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Tabela 2- Tempos médios de sobrevivéncia, em dias, dos diversos tratamentos encontrados na bibliografia. O * refere

estudos que apenas utilizaram um animal.

Cx- cirurgia; Dox- Doxorrubicina; Carbo- Carboplatina; Ciclo-

Ciclofosfamida; Cox2- Anti-inflamatdrio ndo esterdide inibidor da cicloxigenase 2; Clora- Clorambucil; PSP-

Polissacaridopeptido.

Tempo médio de

T a . . Referénci
ratamento Sobrevivéncia (dias) eferéncias
42-86 Faulhaber et al., 2021
Cirurgia (Cx) 66 Batschinski et al., 2018
40 Marconato et al., 2019
90-274 Batschinski et al., 2018
Cx + Dox 139 Faulhaber et al., 2021
98 Matsuyama et al., 2017
Cx + Carbo 160 Faulhaber et al., 2021
Cx + etoposido + ciclo + Cox2 178 Lana et al., 2007
Cx + talidomida + ciclo + Cox2 58 Marconato et al., 2019
Cx + Clora + PSP 730* Chaikin & Welihozkiy, 2018
Cx + Dox + Ciclo 134 Matsuyama et al., 2017
Cx + Dox + ciclo + Cox2 168 Finotello et al., 2017

ll. Objetivos da dissertacao

O objetivo principal deste estudo prende-se na compreensédo dos fatores que afetam o

tempo de sobrevivéncia de animais com hemangiossarcoma esplénico. Os fatores avaliados ja
sdo, em parte, estudados na literatura cientifica encontrada, porém, é desejado também com
esta dissertacdo a introducdo de outros fatores potencialmente influenciadores no tempo de
sobrevivéncia, como o tipo sanguineo dos animais, permitindo assim impulsionar diferentes
estudos que permitam compreender mais este tumor, que tanto afeta a populagdo de cées
existente e cujo progndstico continua sem mudangas significativas. Assim, neste estudo, os
fatores potencialmente influenciadores da sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma

esplénico subdividem-se em trés categorias:

e Fatores intrinsecos ao préprio animal - Refere-se ao sexo, a ra¢a, a idade, ao peso e ao
tipo sanguineo do paciente. Estes fatores ndo sao influenciados pela neoplasia, hem
pela terapéutica administrada.

e Apresentagdo clinica - Refere-se aos resultados do hemograma e presenca de
hemoabddmen, ou seja, fazem parte dos sinais clinicos que o animal apresenta no

momento do diagndstico.
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e Terapéutica — Refere-se mais concretamente ao protocolo quimioterapéutico e a
realizacao de transfusGes sanguineas. Estes fatores podem ser influenciados por fatores
externos, nao avaliados neste estudo, e que por si s6 ja estdo descritos na literatura
como influenciadores da sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma esplénico,

assim como o score mitotico e estadio clinico.

lll. Materiais e Métodos

1. Recolha de dados

Os dados para este estudo foram recolhidos a partir das bases de dados usadas pelo

Centro Hospitalar Veterinario do Porto, Ivetclinic (2012-2021) e petuniversal (2021).

Primeiramente foi feita uma sele¢cdo dos casos totais de hemangiossarcoma do
programa ivetclinic, desde o inicio do uso do programa (2012), utilizando as palavras-chave:
hemangiosarcoma, hemangiossarcoma, esplénico e esplenectomia. A partir dos casos
encontrados foi realizado uma base de dados em Excel com a informacdo de cada caso e
posteriormente confirmado se realmente constava de um c&o, que tivesse realizado
esplenectomia e cujo diagndstico final, dado através da realizacao de histopatologia, tivesse sido
hemangiossarcoma. Os animais que nao tivessem estes pardmetros foram eliminados da base
de dados. Foi realizado o mesmo procedimento a partir do programa petuniversal, que continha
0s casos mais recentes. Quando confirmados todos os casos foram ainda adicionadas
informacdes ao Excel, nomeadamente: idade, raca, sexo, peso, valores do hemograma ao
diagndstico, antes de realizado qualquer tipo de tratamento (Leucécitos, eritrécitos, hematécrito,
hemoglobina, plaquetas), tratamento utilizado (cirurgia ou cirurgia + quimioterapia), presenca ou
auséncia de hemoabddmen, farmaco da quimioterapia, data de morte/Ultima consulta, data de
diagndstico, estado (vivo ou morto), tipo sanguineo (DEA 1 positivo ou negativo) e nimero de
dias entre diagnostico e ultima consulta e a morte do animal, ou em alguns casos, Ultima consulta

registada no sistema, quando deixa de haver qualquer registo do paciente por mais de 5 anos.

Para todas as variaveis, sempre que ndo se encontrava a informag&o no sistema, para
esse animal essa variavel foi classificada como “sem registo”. Excegéo feita para as variaveis
raca e quimioterapia. No caso da raga, na auséncia de registo, o animal foi classificado como
“Sem raga definida” (SRD), no entanto, cdes de raga cruzada também foram classificados como
SRD. J& no caso da quimioterapia, na auséncia de registo da utilizacdo de farmacos para
quimioterapia, para esta variavel, o animal foi classificado como “Sx tratamento”, tendo sido

apenas confirmada a realizacdo de esplenectomia.

Outras informac¢des foram recolhidas, com o objetivo de serem incluidas na anélise
estatistica, nomeadamente, indice mitético, estadiamento clinico, presenca ou ndo de

metastases a distancia, porém, estas nao podem constar no estudo devido a falta de grande
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parte dessas mesmas informacdes na base de dados, escrita pelos clinicos, durante ou apos as

consultas, o que ndo permitia o calculo do modelo estatistico para essas variaveis.

Foram recolhidas, no total, informacbes de 38 cdes que apresentavam

hemangiossarcoma esplénico como diagnéstico.

2. Variaveis em estudo

Com o objetivo de identificar quais os fatores que influenciam a sobrevivéncia de cées
com hemangiossarcoma esplénico foram utilizadas as seguintes variaveis: Sexo, Raga, ldade,
Peso, Tipo de Sangue, Transfusdo, Hemoabdémen, Glébulos Brancos (WBC), Linfécitos (Lym),
Hematocrito (HTC), Glébulos Vermelhos (RBC), Hemoglobina (HGB), Plaquetas (PLT) e
Tratamento. As variaveis supramencionadas foram submetidas a uma analise estatistica para
avaliar a sua influéncia na sobrevivéncia em dias, que corresponde ao nimero de dias entre o
diagndstico e a ultima consulta registada (em animais que ndo tém qualquer registo no sistema

passados cinco anos da Ultima consulta) ou data de morte.

As varidveis ldade e Peso sdo variaveis continuas, enquanto as variaveis Sexo, Raca,
Tipo de Sangue, Hemoabddmen, Transfus&o sanguinea e Tratamento séo variaveis categoricas.
Por fim, as variaveis WBC, Lym, HTC, RBC, HGB e PLT, apesar de serem variaveis numéricas,
foram convertidas em variaveis categoricas, de forma a diferenciar entre cdes com valores dentro
dos intervalos de referéncia, de cédes com os valores fora dos intervalos de referéncia, ignorando

deste modo altera¢des nestes parametros dentro dos limites normais.

3. Analise estatistica

Numa primeira andlise foi realizado o teste de correlacdo de Pearson, para identificar
variaveis altamente correlacionadas (correlagcdo superior a 95%). No caso desta dissertacéo, as
varidveis altamente correlacionadas foram o hematdcrito, os valores de hemoglobina e a

contagem de eritrocitos.

De seguida foi realizada uma andlise de sobrevivéncia utilizando o modelo Cox Hazards
Ratio, que permite a utilizagdo de variaveis categdricas ndo binérias. Cada variavel foi avaliada
individualmente. De cada modelo foi recolhido o nivel de significancia (p< 0,05) e o “Hazard
Ratio”, que corresponde a uma maior ou menor probabilidade de morte quando comparado com
um valor padréo. Devido as caracteristicas do modelo, os niveis de significancia e os “Hazard
Ratios” sao calculados por comparagao a um dos valores de cada uma das variaveis. Ao
contrario da maioria dos estudos realizados em oncologia, nao foi realizada uma anélise com o
modelo Kaplan-Meier devido a presenca de duas variaveis continuas (idade e peso), cujas
variaveis ndo conseguem ser suportadas pelo modelo Kaplan-Meier. Por esta razéo foi utilizado
0 modelo Cox Hazard Ratio, que foi aplicada a todas as variaveis, de modo a uniformizar a

andlise, mantendo sempre o mesmo erro do modelo.
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Por fim, foi construido um modelo multivariado Cox Hazards Ratio com as variaveis que
individualmente foram significativas. Este modelo multivariado tem como objetivo identificar se a
interagdo entre variaveis afeta a sobrevivéncia em cdes com hemangiossarcoma. Ao contrario
do modelo Kaplan-Meier, o0 modelo utilizado neste estudo permite a realizagdo de uma analise
multivariada com a utilizagdo conjunta de variaveis continuas e categoricas, permitindo inferir a

influéncia de diferentes variaveis na sobrevivéncia de caes com hemangiossarcoma esplénico.

V. Resultados

1. Estatistica descritiva

1.1. Caracterizagcdo da amostra em estudo

Neste estudo, foram incluidos 38 cdes com hemangiossarcoma (n=38), 21 sédo fémeas
(55,3%) e 17 sdo machos (44,7%).

Sexo
60% 55,3%

50%

44, 7%

40%

30%

20%

10%

0%
F M

Figura 2- Distribuicdo dos sexos de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,
submetidos a esplenectomia. F- Denomina as fémeas e M- denomina os machos.

Quanto a raca, em conjunto a raga Labrador e cdes sem raga definida (SRD) perfazem
mais de 50% da amostra (Labrador = 34%(n=13); SRD = 29%(n=11)). As racas Le&o da Rodésia,
Cocker Spaniel Inglés e Bulldog francés apenas correspondem a cerca de 8% da amostra em

estudo (n=3), visto apenas existir um representante de cada uma destas ragas.
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Raca

SRD I 28,9%
Pastor Alemado N 10,5%
Ledo da Rodésia WM 2,6%
Labrador I 34,2%
Golden Retriever I 7,9%
Dogue Alemédo I 5,3%
Cocker Spaniel Inglés Il 2,6%
Bulldog Frances Il 2,6%
Boxer N 5 3%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

Figura 3- Distribuicdo das ragas de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,
submetidos a esplenectomia. SRD- Sem raga definida.

Os caes com 8 anos de idade comp8em 21,1% (8 cdes) da amostra, seguido dos cées
com 12 anos de idade (15,8%) e dos cdes com 7 anos de idade (13,2%). As idades menos
representativas da amostra em estudo foram animais com 6 anos de idade e animais com 14
anos de idade, com apenas 1 cdo apresentando cada uma destas idades. A média de idades foi
de aproximadamente 9,6 anos. A média de idades é de 11 anos, com uma mediana de 9 anos e
um desvio padréo de +/- 2,42 anos.

Idade
25%
21,1%
20%
15,8%
15% 13,2%
10,5% 10,5% 10,5%
10% 7,9%
5,3%
5% 2,6% I 2,6%
- [ ]
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 4- Distribui¢do da idade, em anos, de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,
submetidos a esplenectomia.

No que diz respeito a distribuicao dos pesos, observa-se que 0s animais com pesos entre
0s 33-44 kg representam 37,84% dos animais com hemangiossarcoma esplénico neste estudo,

seguidos pelos caes com pesos entre 0os 21-32 kg (35,14%). Os cdes com menor representacao
sdo aqueles com pesos compreendidos entre os 45-68 kg (8,11%). A média dos pesos dos cdes
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deste estudo é de 30 Kg, com uma mediana de 30 Kg e um desvio padrédo de +/- 11,66 Kg. Um

dos cées néo tinham o registo do peso.

Peso (Kg)

16

8, 20] (20, 32 (32, 44] (44, 56] (56, 68]

Figura 5- Distribuigéo dos pesos, em kg, de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,

submetidos a esplenectomia.

Relativamente ao sistema DEA 1 pode-se observar que neste estudo cerca de 37% (n=
14) dos animais eram portadores do tipo sanguineo DEA 1 negativo e cerca de 16% (n= 6)
apresentam tipo sanguineo DEA 1 positivo. Ndo foi possivel obter informagdo quanto ao tipo
sanguineo em 18 animais (47,4%).

Tipo de Sangue
50% 47,4%
45%
40% 36,8%
35%
30%
25%
20%
15%
10%
5%
0%

15,8%

Negativo Positivo Sem Registo

Figura 6- Distribuicdo dos tipos de sangue de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma
esplénico, submetidos a esplenectomia. Foi classificado como “Sem Registos” todos os animais que
ndo apresentavam a informagdo sobre este pardmetro nas suas fichas clinicas. Positivo- animais
com tipo sanguineo DEA 1 positivo; Negativo- Animais com tipo sanguineo DEA 1 negativo.
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No final da recolha dos dados, cerca de 87% (n=33) dos animais do estudo ja tinham

morrido, devido ao hemangiossarcoma. Apenas 5 dos animais (13,2%) ainda se encontravam
vivos (29/02/2022).

1.2

Estado

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20% 13,2%

10%

Vivo Morto

86,8%

Figura 7- Distribuigdo do estado de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,
submetidos a esplenectomia.

Caracterizacdo da apresentacéo clinica

A maioria dos animais apresentou hemoperitoneu (73,7% (n=28)) e apenas uma

pequena parte ndo apresentou esta ocorréncia (15,8%(n=6)). E ainda de registar que cerca de

10,5% dos animais ndo apresentavam nos registos do sistema qualquer referéncia a

hemoabdémen.

Hemoabddémen
80% 73,7%
70%
60%
50%
40%
30%

20% 15,8%

10,5%
0%

Né&o Sim Sem registo

Figura 8- Distribuicdo da presenga de hemoabdémen de cdes diagnosticados com
hemangiossarcoma esplénico, submetidos a esplenectomia. Foi classificado como “Sem Registos”
todos os animais que ndo apresentavam a informagdo sobre este pardmetro nas suas fichas clinicas.
Sim- Presenga de hemoabddmen,; Ndo- Auséncia de hemoabddmen.
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Cerca de 42% (n= 16) dos 38 animais apresentaram leucocitose e cerca de 39,5% (n=
15) apresentaram valores dentro da normalidade. N&o foram encontrados resultados da

contagem de leucécitos em quase 18,5% dos caes (n= 7).

Contagem de Leucdcitos
45% 42,1%
39,5%
40%
35%
30%

25%

18,4%

20%
15%
10%

5%

0%
Leucocitose Normal Sem Registo

Figura 9- Distribuig@o da contagem de leucdcitos de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma
esplénico, submetidos a esplenectomia. Normal: 6.00-17.00; Leucocitose: >17.00 e Leucopénia:
<6.00. Medido em 10°/L. Foi classificado como “Sem Registos” todos os animais que ndo
apresentavam a informagdo sobre este pardmetro nas suas fichas clinicas.

Quando falamos especificamente em contagem de linfécitos observa-se que apenas
2,6% (n= 1) dos cdes apresentavam linfocitose e que 10,5% (n= 4) apresentavam linfopénia,
enquanto 68,4% (n= 26) tinham uma contagem normal de linfécitos em circulagédo. Cerca de 18%

(n=7) dos caes ndo apresentava qualquer registo de contagem de linfocitos.

Contagem de linfocitos

80%
70% 68,4%
60%
50%
40%

30%

18,4%
20% 8,4%

10,5%
0,
0% —
Linfocitose Linfopénia Normal Sem Registo

Figura 10- Distribuigéo da contagem de linfécitos de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,
submetidos a esplenectomia. Normal: 0.83-4.91; Linfocitose: >4.91 e Linfopénia: <0.83. Medido em 10°/L. Foi
classificado como “Sem Registos” todos os animais que ndo apresentavam a informag¢do sobre este
pardmetro nas suas fichas clinicas.
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Quanto a contagem de mondcitos observa-se que cerca de 84% (n= 32) dos animais
apresentavam uma contagem normal e os restantes ndo apresentavam qualquer registo nas

bases de dados do Centro Hospitalar Veterinario.

Contagem de Monaocitos
90% 84,2%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
15,8%

Normal Sem Registo

20%

10%

0%

Figura 11- Distribuigcdo da contagem de mondcitos de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico,
submetidos a esplenectomia. Normal: 0.14-1.97 e Monocitose: >1.97. Medido em 109/L. Foi classificado como
“Sem Registos” todos os animais que ndo apresentavam a informag¢do sobre este pardmetro nas suas fichas
clinicas.

Quanto aos parametros relativos ao eritrograma (contagem de eritrécitos (RBC),
Hematdcrito (HTC) e Hemoglobina (HGB)) observa-se que grande parte dos animais
apresentava estes valores inferiores ao intervalo de referéncia (RBC= 55,26%; HTC= 44,74%;
HGB= 63,16%). Pode-se entdo admitir que sendo a anemia um sinal clinico em que é observada
diminuicdo do numero de eritrécitos no sangue e/ou diminuicdo da quantidade de hemoglobina,
existem mais animais apresentando esta condigcdo. Uma grande percentagem dos animais,

18,42%, ndo apresentava qualquer registo sobre estes pardmetros nas bases de dados.
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Eritrocitos
70% 63,16%
60% 55,26%
50% 44.74%

40% 36,84%

3005 26,32%
o 18,42% 18,42% 18,42% 18,42%
0
0%
S

Normal Baixo em Normal Baixo Sem Normal Baixo Sem

Registo Registo Registo
RBC HTC HGB

Figura 12- Distribui¢do dos pardmetros relativos aos eritrdcitos de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma
esplénico, submetidos a esplenectomia. RBC- contagem de eritrécitos; HTC- hematdcrito; HGB- hemoglobina.
Para RBC, Normal: 5.10-8.50; Alto: >8.50 e Baixo: <5.10 (medido em 10%2/L). Para HTC, Normal: 0.330-0.560; Alto:
>0.560 e Baixo: <0.330. Para HGB, Normal: 110-190; Alto: >190 e Baixo: <110 (medido em g/L). Foi classificado
como “Sem Registos” todos os animais que ndo apresentavam a informagdo sobre este par@metro nas suas fichas
clinicas.

Ainda nos parametros relativos ao hemograma foi observado que cerca de 42% (n= 16)
dos animais deste estudo apresentavam trombocitopénia (diminui¢cdo da contagem de plaquetas)
e 5,3% (n= 2) apresentavam trombocitose (aumento da contagem de plaquetas). Dos 38 cédes
cerca de 34% (n= 13) apresentavam esta contagem dentro dos parametros normais e 18,4% (n=
7) ndo apresentavam qualquer registo.

Contagem de plaguetas

45% 42,1%
40%

34,2%

35%
30%
25%
20% 18,4%
15%

10%

5,3%

5%

Normal Trombocitopénia Trombocitose Sem Registo

0%

Figura 13- Distribuigdo da contagem de plaquetas de cdes diagnosticados com hemangiossarcoma
esplénico, submetidos a esplenectomia. Normal: 117-490; Trombocitose: >490 e Trombocitopénia: <110.
Medido em 10°/L. Foi classificado como “Sem Registos” todos os animais que ndo apresentavam a
informagdo sobre este pardmetro nas suas fichas clinicas.
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1.3. Caracterizacédo da terapéutica

Nos cées incluidos neste estudo, 22 (57,9%) realizaram transfusdo de componentes
sanguineos (concentrado de eritrécitos e/ou plasma fresco congelado) em alguma fase da sua
doenca e apenas 11 animais (28,9%) nao realizaram qualquer tipo de transfusdo. Em 5 dos 38

animais (13,2%) ndo se encontra registado se realizaram ou ndo transfuséo.

Transfusao
70%
60% 57,9%
50%

40%

28,9%

30%

0,
20% 13,2%

N&o Sim Sem registo

10%

0%

Figura 14- Distribuicdo da realizagdo de transfusdo sanguinea de cdes diagnosticados com
hemangiossarcoma esplénico, submetidos a esplenectomia. Foi classificado como “Sem Registos”
todos os animais que ndo apresentavam a informagdo sobre este pard@metro nas suas fichas clinicas.
Sim- Realizagdo de transfusdo sanguinea; Ndo- Ndo realizagdo de transfusdo sanguinea.

Observando o tratamento realizado pelos animais, pode-se constatar que cerca de 47%
dos animais ndo realizaram tratamento adjuvante com quimioterapia, apenas tendo realizado
esplenectomia (“nenhum”). O protocolo de quimioterapia mais utilizado (18,4%; n=7) foi a jungéo
de ciclofosfamida com um anti-inflamatério ndo esterdide inibidor da cicloxigenase 2 (“Ciclo-
Cox2). O segundo farmaco mais utilizado foi a doxorrubicina (“Dox”) (13,2%; n=5). Apenas um
animal (2,6%) realizou cada um dos seguintes tratamentos: ciclofosfamida (“Ciclo”), clorambucil
(“Clora”) e clorambucil em conjunto com um anti-inflamatério n&o esterdide inibidor da

cicloxigenase 2 (“Cox2-Clora”). Todos os animais deste estudo realizaram esplenectomia.
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Quimioterapia

50% 47,37%
45%
40%
35%
30%
3822 18,42%
15% 13,16%
10% I 7,89% 526%

50 2,63% 2,63% 2,63% . '
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Figura 15- Distribuicdo do protocolo quimioterapéutico realizado em cdes diagnosticados com
hemangiossarcoma esplénico, submetidos a esplenectomia. Foi classificado como “Sx tratamento” todos os
animais que ndo apresentavam a informagdo sobre este pardmetro nas suas fichas clinicas. Ciclo-
ciclofosfamida; Cox2- anti-inflamatdrio ndo esteroide inibidor da cicloxigenase 2; Clora- clorambucil; Dox-
doxorrubicina; Carbo- Carboplatina e Nenhum- apenas esplenectomia.

2. Analise estatistica

2.1. Sexo

Ao comparar a sobrevivéncia entre machos e fémeas verifica-se nédo existir diferencas
significativas (p= 0,981) (tabela 3 e figura 16), isto reflete tempos médios de sobrevivéncia
similares entre os dois sexos (234 dias nas fémeas e 284 dias nos machos, tabela 3) e ainda a
mediana do tempo de sobrevivéncia igual (108 dias, tabela 3). E possivel verificar ainda que as
curvas de sobrevivéncia sdo praticamente colineares (figura 16), demonstrando a auséncia de
uma diferenca entre 0s sexos.

Tabela 3- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazard Ratio da varidvel Sexo. M- Numero de animais mortos;

C- concorddncia do modelo Cox Hazard Ratio. O hazard ratio corresponde a probabilidade de morrer face ao valor
padrdo. Os valores significativos encontram-se assinalados por *.

Sexo
Fémea (n=21) Macho (n=17)

Tempo Médio de Sobrevivéncia 233,9 283,7
Mediana do Tempo de Sobrevivéncia 108 108
M 15 14

C 0,518 (+0,054)

Hazard Ratio - -1%

p - 0,981
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Probabilidade de sobrevivéncia
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Figura 16- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Sexo. M- Macho e F-Fémea

2.2. Raca

Ao analisar as racas foi considerado como valor comparativo os cées sem raca definida
(“SRD), uma vez que este conjunto de caes incorpora ndo s6 os cdes que ndo tinham a raga
registada no sistema, mas também cées cruzados, o que torna este grupo ideal para comparar

com as ragas puras.

No que diz respeito a raca, verifica-se que, comparativamente aos caes SRD, existem
diferencas significativas nas racas Dogue Alemao (p= 0,000293), Ledo da Rodésia (p=0,020263)
e Pastor Aleméo (p= 0,006796) (tabela 4). Assim sendo, de acordo com os valores de hazard
ratio, existe um pior prognostico de sobrevivéncia, em dias de vida, nestas mesmas racas
(percentagens acima de 0% sé&o indicativas de menor tempo de sobrevivéncia) (tabela 4). Estas
racas apresentam tempos médios de sobrevivéncia inferiores as restantes ragas (a variar entre
12,5-36,75 dias) (tabela 4). Analisando a figura 17, observa-se que, com o decorrer do tempo
apos o diagndstico de hemangiossarcoma esplénico, as trés ragas em questao apresentam uma
probabilidade de sobrevivéncia muito baixa, seguidas pelos animais de raca Boxer. Por fim, é de
referir, que no caso da raca Cocker Spaniel Inglés néo foi possivel calcular o hazard ratio nem o
p-value devido ao Unico exemplar desta raca ter apresentado um tempo de vida apés o
diagndstico muito curto (3 dias) (tabela 4). Assim, os restantes parametros foram calculados pelo
modelo estatistico tendo por base os valores dos cdes SRD. As restantes ragas nao
apresentaram diferencas significativas, pelo que os seus hazard ratios ndo devem ser

interpretados.
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Tabela 4- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio da varidvel Raga. M- Nimero de animais mortos; C-
concorddncia do modelo Cox Hazards Ratio. O hazard ratio corresponde a probabilidade de morrer face ao valor padréo. Os
valores significativos encontram-se assinalados por *. SRD- cdes sem raga definida que incluem cdes cruzados e cdes sem registo

Frobabiidade de sobrevivéncia

da raga.
Raga
Bulldog Cocker Dogue Golden Ledo da Pastor
Boxer .. Spaniel - . Labrador .. ~ SRD
(n=2) Francés Inglés Alem3o Retriever (n=13) Rodésia Alemao (n=11)
(n=1) (n=2) (n=3) (n=1) (n=4)
(n=1)
Tempo Médio
de 130 418 3 12,5 147,33 356,71 28 36,75 305,18
Sobrevivéncia
Mediana do
Tempo de 79 230 192 8 149 230 24 31 192
Sobrevivéncia
M 2 1 1 2 2 11 1 3 10
C 0,688 (+0,064)
Hazard Ratio 134% -6,70% NA 12182% 23% -11% 1585% 655% -
p 0,287821 0,948064 NA  0,000293* 0,793789 0,805786 0,020263* 0,006796* -

10

]7\'1_ —_— Raga= SRD
I‘ Hqi Raca= Boxer
7 ‘ | _— Raga= Bulldog Frances
‘l Raga= Cocker Spaniel Inglés
= . Raca= Dogue Alemao

‘ Raca= Golden Retriever
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‘ Raca= Labrador
Raga= Ledo da Rodésia
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Figura 17- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Raga. SRD- cdes sem raga definida que incluem cdes cruzados e cdes
sem registo da raga.

2.3. Ildade

A figura 18 demonstra a relacéo entre a idade e a sobrevivéncia. Neste gréafico é possivel
observar que animais mais velhos apresentam uma menor sobrevivéncia, ainda que a diferenca
entre animais mais velhos e mais novos ndo seja muito acentuada. Isto é confirmado pela anélise

estatistica, em que a sobrevivéncia nao é afetada pela idade (p= 0,588; tabela 5), demonstrado
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também pelo valor da concordancia muito préximo de 0.5 (0.533), que indica alguma

aleatoriedade na construcéo do modelo estatistico.

Tabela 5- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio das
variaveis Idade e Peso. M- Numero de animais mortos; C- concorddncia do
modelo Cox Hazards Ratio; p-valor de significdncia. O hazard ratio
corresponde a probabilidade de morrer face ao valor com menos uma
unidade (menos 1 ano ou 1kg). Os valores significativos encontram-se
assinalados por *.

Idade (n=38) Peso (n=38)

M 33 33
C 0,533 (+0,074) 0,621 (+0,064)
Hazard Ratio 4% 3,35%
p 0,588 0,0443*
1500-
8
1000
3
3
500-
0- ! =
5.0 75 10.0 12.5

Idade (anos)
Figura 18- Representagdo grdfica da tendéncia linear da Sobrevivéncia, em dias, com a variagdo da Idade, em anos.

2.4. Peso

Ao contrério da idade, o fator peso dos animais (em Kg) demonstrou ser significativo para
a sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma esplénico (p=0,0443; tabela 5), apresentando
um hazard ratio de 3,35%, que significa que um cdo 1Kg mais pesado apresenta uma
probabilidade de morrer 3,35% superior comparando a um cao com menos 1 kg. Assim, em caes

mais pesados a sobrevivéncia apés o diagndéstico € menor (figura 19).
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Figura 19- Representagdo grdfica da tendéncia linear da Sobrevivéncia, em dias, com a variagdo do Peso, em kg.

2.5. Tipo de Sangue

Quando considerado o sistema DEA1, constatam-se diferengcas no tempo médio de
sobrevivéncia entre o tipo sanguineo DEA1 negativo (329 dias) e o tipo sanguineo DEAL1 positivo
(35 dias), sendo que esta diferenca € significativa (p=0,00728). Deste modo, e considerando o
hazard ratio, a sobrevivéncia dos caes DEA1 positivos é menor (tabela 6, figura 20).

Tabela 6- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio da varidvel Tipo de Sangue. M- Numero de animais
mortos; C- concorddncia do modelo Cox Hazards Rati; p-valor de significdncia o. O hazard ratio corresponde a

probabilidade de morrer face ao valor de referéncia. Os valores significativos encontram-se assinalados por *.
Positivo- Tipo sanguineo DEA 1 positivo e Negativo- tipo sanguineo DEA 1 negativo.

Tipo de sangue

Negativo (n=14) Positivo (n=6)

Tempo Médio de Sobrevivéncia 329,14 34,83
Mediana do Tempo de Sobrevivéncia 192 24
M 10 6
C 0,673 (+0,058)
Hazard Ratio - 488%
p - 0,00728*
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Figura 20- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Tipo de Sangue. Positivo- Tipo sanguineo DEA 1 positivo e Negativo-
tipo sanguineo DEA 1 negativo.

2.6. Hemograma

Na analise estatistica dos parametros do hemograma nao foi utilizada a variavel Mon
(Mondcitos), uma vez que em todos os animais os valores se encontravam dentro dos valores
de referéncia. Através de um teste de correlacao de pearson, sabe-se que existe uma elevada
correlagdo entre as variaveis HGB, HTC e RBC (superior a 95%), significando isto que estas

variaveis apresentam um valor explicativo bastante semelhante.

Nenhum dos seis parametros do hemograma analisados (HTC, RBC, HGB, WBC, Lym
e PLT) demonstraram diferencas significativas (tabela 7). Para além disto, numa analise mais
detalhada da concordancia dos modelos (C), observa-se que estas se encontram muito perto de
0,5, que é um sinal de que os resultados do modelo se distribuem de forma aleatéria, 0 que
demarcar a auséncia de um padréo (tabela 7). Ja nas curvas de sobrevivéncia, existe grande
semelhanca entre as curvas dos valores de referéncia e as curvas dos valores fora deste
intervalo (figura 21A, B e D e figura 22 A e B). Excegéo feita a curva da linfocitose, que apresenta
um claro distanciamento em relagcéo a curva dos valores de referéncia, apresentando uma menor

sobrevivéncia (figura 21C).
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Figura 21- Curvas de sobrevivéncia da varidveis WBC, Lym, HCT e PLT. Para WBC, Normal: 6.00-17.00; Leucocitose: >17.00 e Leucopénia: <6.00. Para Lym, Normal: 0.83-4.91; Linfocitose: >4.91 e Linfopénia:
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<0.83. Para HTC, Normal: 0.330-0.560; Alto: >0.560 e baixo: <0.330. Para PLT, Normal: 117-490; Trombocitose: >490 e Trombocitopénia: <110. WBC, Lym e PLT medidos em 10°/L. HTC medido em g/L.
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Figura 22- Curvas de sobrevivéncia da varidveis HGB e RBC. Para HGB, Normal: 110-190; HGB alta: >190 e HGB baixa: <110. Para RBC, Normal: 5.50-8.50; RBC
alto: >8.50 e RBC baixo: <5.50. HGB medido em g/L e RBC medido em 1012/L.

50



Tabela 7- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio das varidveis WBC, Lym, HCT, PLT, HGB e RBC. M- Numero
de animais mortos; C- concorddncia do modelo Cox Hazards Ratio; p-valor de significdncia. O hazard ratio corresponde a
probabilidade de morrer face ao valor de referéncia. Os valores significativos encontram-se assinalados por *.

Tempo Mediana do

Variaveis n médio de tempo de M C Hazafrd p
s A s oA Ratio
sobrevivéncia sobrevivéncia
WBC
Normal 15 252,5 79 12 0,508 - -
Leucocitose 16 358,6 178 14 (£0,061) 40,00% 0,24
Lym
Normal 26 192,3 95 6 - -
Linfopénia 4 236 178 3 (1_06503094) -21% 0,706
Linfocitose 1 49 31 1 ’ 130% 0,426
RBC
Normal 10 191 108 8 0,556 - -
Baixo 21 260 95 18 (x0,051) 20% 0,685
HTC
Normal 14 160 95 12 0,466 - -
Baixo 17 302,4 108 14 (£0,059) -14% 0,719
HGB
Normal 6 207 95 6 0,573 - -
Baixo 20 247 149 20 (+x0,053) -22% 0,6
PLT
Normal 13 203 95 11 - -
Trombocitopénia 16 270 95 13 (106409555) -0,90% 0,983
Trombocitose 2 202 108 2 ’ -2,10% 0,979

2.7. Hemoabddmen

A semelhanca dos valores do hemograma, também a presenca de hemoabdémen n&o
afetou a sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma esplénico (p= 0,931, tabela 8). Neste
caso, existe uma grande disparidade no tempo médio de sobrevivéncia entre a ocorréncia e
auséncia de hemoabddémen, no entanto, as medianas do tempo de sobrevivéncia entre estes
par&dmetros tém o mesmo valor (95 dias). Mais uma vez, a auséncia de diferencas significativas
encontra-se representada graficamente pela colinearidade das curvas de sobrevivéncia (figura
22).
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Tabela 8- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio da
varidgvel Hemoabddmen. M- Numero de animais mortos; C- concorddncia
do modelo Cox Hazards Ratio; p-valor de significdncia. O hazard ratio
corresponde a probabilidade de morrer face ao valor de referéncia. Os
valores significativos encontram-se assinalados por *.

Hemoabddmen
Nao (n=6) Sim (n=29)

Tempo Médio de

Probabilidade de sobrevivéncia

04

02

]

144,7 305,7
Sobrevivéncia
Mediana do Tempo de
95 95
Sobrevivéncia
M 4 25
C 0,514 (+0,042)
Hazard Ratio - 4,8%
p - 0,931
Hemoabddmen = Sim
Hemoabdomen = Nao
.—\:
50‘0 1000 15‘00
Tempo (dias)

Figura 23- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Hemoabddmen. Sim- Presen¢a de hemoabdomen e Néo- auséncia de
hemoabdomen.

2.8. Transfusao
A realizagcdo de uma transfusdo (concentrado de eritrécitos e/ou plasma fresco
congelado) em animais com hemangiossarcoma esplénico ndo foi um fator diferenciador na

sobrevivéncia apos o diagnéstico, em comparagdo com animais que nao realizaram nenhuma
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transfusdo (p=0,18; tabela 9). As curvas de sobrevivéncia apresentam uma elevada similaridade

(figura 23), concordante com a auséncia de diferengas significativas.

Tabela 9- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio da
variavel TransfusGo. M- Numero de animais mortos; C- concorddncia
do modelo Cox Hazards Ratio; p-valor de significdncia. O hazard ratio
corresponde a probabilidade de morrer face ao valor de referéncia. Os
valores significativos encontram-se assinalados por *.

Transfusdo
N3o (n=11) Sim (n=22)

Tempo Médio de

2 1
Sobrevivéncia >3 3159
Mediana d(? '[empo de 230 90
Sobrevivéncia
M 9 20
C 0,593 (+0,045)
Hazard Ratio - 75,8%
p - 0,18
Transfusdo = Sim
Transfusdo = Nao
\
260 40‘0 6(‘)0 ﬁt;O 10‘00
Tempo (dias)

Figura 24- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Transfus@o. Sim- Realizagéo de transfusdo sanguinea e Ndo- auséncia
de transfusdo sanguinea.

2.9. Quimioterapia
No que respeita a quimioterapia, foi comparado a nao realizagao de quimioterapia (“Sx
tratamento”) com os diversos protocolos quimioterapéuticos. De relembrar que todos os animais

neste estudo realizaram esplenectomia. Para as diversas combina¢des de farmacos néo foram
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encontradas diferencas significativas com a nao realizacdo de quimioterapia (tabela 10). As

curvas de sobrevivéncia desta andlise mostram a curva da ndo realizagdo de quimioterapia no

meio das restantes combinacdes de farmacos, no entanto as curvas ndo apresentam uma

variagao muito acentuada da curva “Sx tratamento” (figura 24).

Tabela 10- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio da varidvel Quimioterapia. M- Numero de animais mortos; C- concordéncia do
modelo Cox Hazards Ratio; p-valor de significdncia. O hazard ratio corresponde a probabilidade de morrer face ao valor de referéncia. Os valores
significativos encontram-se assinalados por *.

Quimioterapia

Ciclo (n=
1)
Tempo Médio de
N 23
Sobrevivéncia
Mediana do Tempo 17
de Sobrevivéncia
M 1
C
Hazard Ratio 800%
p 0,0548

Ciclo- Clora Cox2-
Cox2 (n=1) Clora (n= Dox (n=5)
(n=7) B 1)
494,29 30 49 165,6
256 28 42 90
7 1 1 5

0,652 (+0,051)
-51,01%  391% 145% 17%
0,1447  0,1476 03997  0,7654

Dox- D'ox- Sx
Ciclo-

Carbo Cox2 (n= tratamento

(n=3) T (n=18)
2)
143,33 801 191
90 705 95
3 2 13

11% 71,02%
0,8693 0,1114

10

08
I

08
I
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Il

0.2

0.0

Tratamento = Dox

Tratamento = Dox-Ciclo-Cox2

Tratamento = Ciclo

Tratamento = Ciclo-Cox2

Tratamento = Dox-Carbo

Tratamento = Cox2-Clora

Tratamento = Clora
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500 1000
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Figura 25- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Quimioterapia. Ciclo- ciclofosfamida; Cox2- anti-inflamatdrio nédo
esteroide inibidor da cicloxigenase 2; Clora- clorambucil; Dox- doxorrubicina; Carbo- carboplatina e Sx tratamento-

apenas esplenectomia.

54



Contudo, foi classificado como “Sx tratamento” sempre que ndo se encontrasse descrito
no sistema o protocolo quimioterapéutico. Isto ndo invalida a possibilidade de realizacdo de um
tratamento e este ndo ter sido registado. Para fazer face a esta limitagdo foram excluidos os
animais sem registo de quimioterapia e os protocolos quimioterapéuticos foram comparados ao
protocolo padréo, a doxorrubicina (Dox). Quando comparado a doxorrubicina, tratamentos com
Ciclo-Cox2 e com Dox-Ciclo-Cox2 foram mais eficazes (p=0,0436 e p=0,0248, respetivamente;
tabela 11). Neste caso, um céo tratado com Ciclo-Cox2 apresenta 75,14% menor probabilidade
de morrer quando comparado com Dox e um céo tratado com Dox-Ciclo-Cox2 apresenta 92,98%
menor probabilidade de morrer quando comparado com Dox (tabela 11). Analisando as curvas
de sobrevivéncia, conclui-se que a combinacdo de farmacos Ciclo-Cox2 e Dox-Ciclo-Cox2
resulta num maior tempo de vida, comparativamente as restantes combina¢Bes de farmacos
(figura 25). E evidente ainda a baixa sobrevivéncia dos animais que realizaram quimioterapia
com Clora e Ciclo (figura 25). A adi¢do de um AINES-Cox2 com Clora, resultou num aumento da
sobrevivéncia quando comparado a utilizacdo de Clora isoladamente (figura 25). Ndo parece

existir nenhum efeito ao ser adicionado carbo a um tratamento realizado com Dox (figura 25).

Tabela 11- Resultado da andlise de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio da varidvel Quimioterapia sem o tratamento Sx tratamento (apenas cirurgia).
M- Numero de animais mortos; C- concorddncia do modelo Cox Hazards Ratio; p-valor de significdncia. O hazard ratio corresponde a probabilidade
de morrer face ao valor de referéncia. Os valores significativos encontram-se assinalados por *.

Quimioterapia

. _ Ciclo-Cox2 _., Cox2-Clora _ Dox-Carbo  Dox-Ciclo-
Ciclo (n=1) (n=7) Clora (n=1) (n=1) Dox (n=5) (n=3) Cox2 (n=2)
Tempo Médio de 23 494,29 30 49 165,6 143,33 801
Sobrevivéncia
Mediana do Tempode 479 30 42 108 108 948
Sobrevivéncia
M 1 7 1 1 5 3 2
C 0,772 (+0,053)
Hazard Ratio 2284% -75,14% 1070% 175% - -2,70% -92,98%
p 0,0522 0,0436* 0,0949 0,4018 - 0,9710 0,0248*
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2.10. Interacdo entre Peso, Raca, Tipo de Sangue e Quimioterapia

De modo a perceber se as variaveis que foram significativas individualmente tinham
influéncia em conjunto, foi realizada uma analise que juntou o Tratamento, o Peso, a Raca e o
Tipo de Sangue. O Tipo de Sangue foi posteriormente retirado, uma vez que o nimero de cées
gue tinham o tipo sanguineo e todas as outras variaveis da andlise registadas foi muito baixo

(n=7), o que ndo permitia calcular o modelo.

Considerando a tabela 12 verifica-se que, quando considerado o tratamento e a racga, 0
peso deixa de ter uma influéncia na sobrevivéncia. Por outro lado, quando considerado o peso e
a raga, os tratamentos Ciclo, Ciclo-Cox2 e Dox-Ciclo-Cox2 foram significativamente diferentes
do tratamento com Dox (tabela 12). Os tratamentos com Ciclo-Cox2 e Dox-Ciclo-Cox2
melhoraram a sobrevivéncia em mais de 98%, ou seja, o tempo de sobrevivéncia aumenta
(tabela 12). O tratamento com Ciclo obteve a pior sobrevivéncia, no entanto, o hazard ratio
devera estar sobrestimado devido ao n=1 (tabela 12). Em relacdo araca, a raca Boxer e Labrador
apresentaram os piores tempos de sobrevivéncia, quando considerado o efeito do peso e do
tratamento (tabela 12). N&o é possivel ter um grafico por uma das variaveis ser numeérica e as
outras duas categdéricas.

Trabamenlo = Dion

Tratamenlo = Do Choio.Cond

atamenic = Cit

Tratamealo = Cicla-Cand

Tentamenio & Don.Cabo

Tempo (dias)

Figura 26- Curvas de sobrevivéncia da varidvel Quimioterapia. Ciclo- ciclofosfamida; Cox2- antiflamatdrio ndo esteroide

inibidor da cicloxigenase 2; Clora- clorambucil; Dox- doxorrubicina e Carbo- carboplatina.
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Tabela 12- Resultado da andlise multivariada de sobrevivéncia Cox Hazards Ratio das varidveis Peso, Raga e
Quimioterapia. M- Numero de animais mortos; p- valor de significdncia. O hazard ratio corresponde a probabilidade
de morrer face ao valor de referéncia. Os valores significativos encontram-se assinalados por *.

Interagdo: Peso + Quimioterapia + Raga (n=20)

M 20
Hazard Ratio z p
Peso 1,19% -0,145 0,88441
Quimioterapia
Dox - - -
Ciclo 19400% 2,656 0,00792*
Ciclo-Cox2 -98,89% -2,533 0,01132*
Clora -60,34% -0,371 0,71054
Cox2-Clora 931% 1,176 0,23958
Dox-Carbo 153% 0,796 0,42579
Dox-Ciclo-Cox2 -99,39% -2,778 0,00548*
Raca
SRD - - -
Boxer 21400% 2,152 0,03138*
Golden Retriever 862% 1,769 0,07693
Labrador 4426% 2,301 0,02139*
Pastor Alemao NA NA NA

V. Discussao

1. Influéncia de fatores intrinsecos ao proprio animal

1.1. Sexo

A maioria da literatura cientifica foca-se na incidéncia diferenciada do
hemangiossarcoma entre os dois sexos. Estes estudos indicam uma predisposi¢cdo maior dos
machos para o aparecimento de hemangiossarcoma, maior ainda se estes forem castrados
(Carnio et al., 2020; Robinson et al., 2020). Estes resultados diferem dos apresentados neste
estudo, em que a maioria dos animais sao fémeas (56%). Assim, o racio macho/fémea é de 0.8
((ndmero de machos =17)/ (nUmero de fémeas =21)), bastante inferior ao apresentado noutros
estudos (Yamamoto et al., 2013). Esta discrepancia entre a literatura e os resultados deste
estudo podem dever-se ao facto de néo existir, nos dados do presente estudo, uma diferenciagédo
entre animais castrados e animais ndo castrados. A esterilizacdo de fémeas, principalmente
aquelas em que o procedimento é realizado mais tardiamente, estd associado a uma maior

prevaléncia deste tumor quando comparado a fémeas nao esterilizadas (Robinson et al., 2020).
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O estrogénio ira ter um efeito protetor sobre as células, ndo se tornando neoplasicas, desde que
a fémea nao seja esterilizada (Robinson et al., 2020). Caso contrario, apés a esterilizacao, as
células ja sensibilizadas por estrogénio podem tornar-se mais facilmente neoplasicas, sendo
mais facil esta ocorréncia em fémeas que tenham sido expostas ao estrogénio durante mais
tempo, ou seja, que tenham tido mais ciclos estrais (Robinson et al., 2020). Nos machos ocorre
um processo semelhante, em que a perda de recetores de androgénios aumenta também a
probabilidade da ocorréncia da doenca (Robinson et al., 2020). Neste estudo, por falta de
informacéo na ficha clinica acerca da realizacdo ou ndo de castracdo/esterilizacdo dos cées, a
possivel existéncia de muitas fémeas esterilizadas pode estar na base da diferenca do racio

macho/fémea comparativamente aos valores encontrados na literatura.

No que respeita a sobrevivéncia, ndo foram encontradas diferencas entre machos e
fémeas. Também na literatura em medicina veterinaria ndo sdo encontrados estudos que
abordem essa questao. Nos poucos estudos realizados em Medicina Humana (Naka et al., 1996
Morgan et al., 2004), a semelhanca dos resultados deste estudo, ndo foram encontradas
quaisquer diferengas no tempo de sobrevivéncia entre homens e mulheres. Contudo, um estudo
recente, em medicina veterinaria, revela que a expressdo da histona lisina demetilase 2B
(KDM2B) encontra-se mais elevada em machos do que fémeas (Gulay et al., 2022). Apesar de
ainda nao haver evidéncia de que isto podera estar associado a um pior prognéstico e tempo de
sobrevivéncia em machos, sabe-se que a expressdo de KDM2B foi reportado como oncogene e
promotor da progressdo de algumas neoplasias, tais como neoplasias pancreaticas e ovaricas e
gue expressdes elevadas estdo positivamente relacionadas com um pior progndstico, em
gliomas e tumores mamarios (Gulay et al., 2022). Assim, esta expressdo mais elevada pode
estar potencialmente relacionada com um pior tempo de sobrevivéncia em machos (Gulay et al.,
2022). No entanto, isto ndo é consistente com os resultados desta dissertacdo. Esta diferenga
podera dever-se a influéncia de outros fatores na sobrevivéncia da doenca, por exemplo o

protocolo quimioterapéutico, a raga e/ou tipo sanguineo, entre outros.

1.2. Raga

Neste estudo as racas que apresentam maior nimero de registos de hemangiossarcoma
sdo o Labrador (34%), Pastor Aleméao (10,5%) e Golden Retriever (7,9%), concordando com o
reportado na bibliografia (Tamburini et al., 2010; Batschinski et al., 2018; Mullin & Clifford, 2019;
Das et al., 2021). Tamburini et al. (2010) sugerem que existem caracteristicas hereditarias que
incluem expressodes diferentes de genes que colocam certas racas em maior risco de apresentar
HSA, nomeadamente a raca Golden Retriever. Contudo, nos resultados apresentados, surgem
alguns animais de racas que, segundo Davies & Taylor (2020), ndo seria tdo expectavel a
presenca deste tumor, nomeadamente, as racas Bulldog Francés, Boxer e Cocker Spaniel Inglés.
Ainda relativo a figura 17 verifica-se uma elevada percentagem de registos classificada como
animais “sem raca definida (SRD)”. Atendendo ao facto de que os animais de raga cruzada

apresentam uma maior predisposicdo para o aparecimento de hemangiossarcoma visceral
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(Carnio et al., 2020), os animais classificados, neste estudo, como SRD serdo provavelmente,
na sua maioria animais de raga cruzada. Estes animais, poderdo ser resultado de cruzamentos
com racas ja elas predispostas ao aparecimento de HSA (Carnio et al., 2020), explicando o

elevado numero de registos.

Segundo Story et al. (2020), existe uma diferenca entre a sobrevivéncia de racas
consideradas grandes (> 20kg), daquelas consideradas racas pequenas, em que as racas de
cées grandes sobrevivem menos tempo. Em parte, isto pode dever-se a uma maior probabilidade
de ocorréncia de hemorragia esplénica associada a hemangiossarcoma esplénico em racas
grandes (Griffin et al., 2021). Isto contraria os resultados apresentados, uma vez que as duas
Unicas racas pequenas, Bulldog Francés e Cocker Spaniel Inglés, apresentaram tempos médios
de sobrevivéncia bastante distintos, 418 dias e 3 dias, respetivamente. Isto pode dever-se, por
exemplo, ao facto da existéncia de metastases no momento do diagnéstico, tendo em
consideragcdo que cerca de 80% dos animais que chegam a clinica apresentam metéstases
(Smith, 2003). A presenca de metéstases € um fator que contribui para um menor tempo de
sobrevivéncia (Story et al., 2020), podendo isto ser uma raz&o explicativa da diferenca da média
dos tempos de sobrevivéncia nas ragas pequenas. As restantes racas presentes neste estudo
sdo todas ragas grandes (>20 Kg) e correspondem a maioria dos casos (n= 36). As diferencas
apresentadas nas racas grandes podem dever-se ao numero dos animais de cada raca
diagnosticado com hemangiossarcoma esplénico e ao estadio que cada animal apresenta no
momento do diagndstico (Batschinski et al., 2018). Para exemplificar, foram treze os labradores
diagnosticados com HSA esplénico e o seu tempo de sobrevivéncia variou entre 14-1869 dias.
J4 a raca Ledo da Rodésia apenas apresentou um individuo, que teve como tempo de
sobrevivéncia 28 dias. As discrepancias nos tempos de sobrevivéncia podem ainda dever-se a
outros fatores influenciadores, como a realizagdo ou nédo de tratamento, bem como o préprio

protocolo quimioterapéutico (Batschinski et al., 2018).

1.3. Idade e Peso

Neste estudo, a maioria dos cdes com hemangiossarcoma apresentava mais de 8 anos,
sendo que a média foi de 9,6 anos, o que esta de acordo com o reportado na bibliografia, que
refere que o hemangiossarcoma visceral € mais prevalente em caes com idades superiores a 6
anos (Yamamoto et al., 2013; Carnio et al., 2020).Sao raros os cdes com hemangiossarcoma
com mais de 13 anos, podendo isto dever-se a um baixo tempo de sobrevivéncia dos cées que
apresentam este tumor, sendo raros aqueles que ultrapassam um ano de vida apés o diagnostico
(Mullin & Clifford, 2019). Neste estudo, a varidvel idade ndo foi estatisticamente significativa,
semelhante ao descrito por Story et al. (2020). Contudo, segundo Kent et al. (2018), na
generalidade das neoplasias caninas, uma idade superior estd associada a uma maior
mortalidade relacionada com cancro. Mais ainda, no caso de neoplasias vasculares, 0 aumento
de 1 ano de idade aumenta a probabilidade de morte em 24%, contrariando os resultados deste

estudo (Dahl et al., 2008). Esta diferenca relativa a este estudo pode dever-se a diferentes
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estadios de apresentacdo dos animais com HSA e/ou resposta ao tratamento realizado
(Batschinski et al., 2018). De modo a poder associar a idade ao tempo de sobrevivéncia deveria

ser realizado um estudo que padronizasse para os estadios da doenca e tratamentos realizados.

A respeito dos pesos dos animais apresentados neste estudo, é possivel reconhecer
uma média de 30 Kg. De forma similar, Sherwood et al. (2016) demonstraram que a prevaléncia
de HSA foi maior em c@es com mais de 27,5 kg. Analisando a amostra deste estudo, verifica-se
que apenas 14 dos 38 cédes (cerca de 38% da amostra) apresenta um peso inferior a 27.5Kg,
indo de encontro ao estudo de Sherwood et al. (2016). Apesar da maior prevaléncia de HSA em
cédes mais pesados, somente o fator peso ndo pode ser utilizado para o diagnéstico de HSA
esplénico, quando encontradas massas ou lesdes nodulares no baco (Sherwood et al., 2016).
Neste estudo a sobrevivéncia foi afetada pelo peso, em que comparando dois cées, aquele que
pesasse mais 1 kg apresentava uma probabilidade 3,35% maior de morte do que um céo que
pesasse menos 1kg. Este achado ndo é consistente com outros estudos, que ndo encontraram
qualquer influéncia do peso na sobrevivéncia (Carnio et al., 2020). Em parte, pode dever-se ao
facto de no presente estudo a maioria dos cées ser de ragas grandes (>20Kg), que como referido
anteriormente, apresentam uma menor sobrevivéncia (Story et al., 2020). Nos dados recolhidos
ndo se encontrava o score de condicdo corporal, assim, néo foi possivel determinar, apesar do
Seu peso, se 0s animais eram ou nao obesos. A relativa importancia deste aspeto deve-se ao
facto de animais obesos apresentarem um risco de morte acrescido, face a animais ndo obesos
(Salt et al., 2018). No entanto, a associacéo entre a obesidade e o risco de doencas neoplasicas

em cées esta ainda por confirmar (Chandler et al., 2017).

1.4. Tipo sanguineo

Em medicina veterinaria ja foram descritos mais de 12 grupos sanguineos em caes, a
maior parte pertencentes ao sistema DEA (dog erythrocyte antigen)(Blais, 2020). O sistema mais
utilizado é o DEA 1, sendo o mais importante a nivel transfusacional (Tocci, 2010). Anteriormente
este sistema continha diversos tipos, nomeadamente DEA 1.1, 1.2 e 1.3, que expressam
antigénios funcionais a superficie dos eritrocitos, ou por outro lado, poderiam ser DEA 1
negativos, ndo expressando antigénios funcionais a superficie dos eritrécitos (Tocci, 2010; Polak
et al., 2015; Blais, 2020). Porém, recentemente descobriu-se que os tipos 1.1, 1.2 e 1.3 nédo
possuem um epitopo morfologicamente diferente, mas contém sim diferentes niveis de
expressdo antigénica, podendo os animais ser considerados apenas como DEA 1 positivos ou
DEA 1 negativos (Polak et al., 2015; Blais, 2020). Pensa-se que estes antigénios sejam formados
por glicoproteinas e glicolipidos, porém, existe ainda pouca informacéo atualmente relativa as
suas funcdes e propriedades (Ferreira et al., 2011; Blais, 2020). Sabendo que em humanos os
tipos sanguineos A e B estdo associados a uma maior prevaléncia de determinadas patologias
neoplasicas e que o tipo sanguineo O ndo apresenta essa associacao (Franchini et al., 2015),
poderd ser hipotetizado que animais com grupo sanguineo DEA 1 negativos poderdo estar em

menor risco de contrair certas neoplasias, nomeadamente HSA. N&o obstante, os dados deste
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estudo nao suportam essa hipétese, podendo dever-se a auséncia de registo do tipo sanguineo
para quase 50% da amostra. Até porque, um estudo realizado com 274 cades em Portugal,
mostrou que a frequéncia de cdes DEA positivos (56,4%) era ligeiramente superior aos caes
DEA negativos (43,1%) (Ferreira et al.,, 2011), e no presente estudo, a maioria dos cées
apresentavam ser DEA 1 negativos, o que demonstra que na amostra em estudo a propor¢ao
entre cdes DEA 1 negativo e DEAL positivo ndo é semelhante a populacéo de caes em Portugal,

0 que podera ter alguma influéncia nos resultados.

O efeito dos varios tipos sanguineos na sobrevivéncia de pacientes com neoplasias
também né&o se encontra reportado na literatura cientifica de medicina veterinaria. No entanto,
Franchini et al. (2015) sugerem que, em humanos, o tipo sanguineo O esta associado a uma
maior sobrevivéncia, quando falamos de patologias neoplasicas (ndo especificando para o
hemangiossarcoma). Os referidos autores argumentam que individuos dos grupos sanguineos
A e B possuem menor expressdo moléculas importantes na adeséo celular (fator de necrose
tumoral alfa, molécula de adesao intercelular solavel (ICAM-1), seletina-E e seletina-P), que
funcionam como mediadores da inflamacdo cronica e recrutam células do sistema imune
(Franchini et al., 2015). Na presenc¢a da molécula ICAM-1, esta molécula ira ligar-se ao endotélio,
impedindo a ligacéo dos linfdcitos a este (Franchini et al., 2015). As células neoplasicas utilizam
mecanismos semelhantes para se ligarem ao endotélio e metastizarem, sendo isto beneficiado
aguando da auséncia da molécula ICAM-1 (Franchini et al., 2015). Assim, 0s grupos sanguineos
A e B, possuindo menor expressao da molécula mencionada anteriormente, estdo em maior risco
de mortalidade, existindo assim maior potencializacdo da metastiza¢éo (Franchini et al., 2015).
Os dados deste estudo suportam estes argumentos, uma vez que existiu uma diferenca
significativa entre os tipos sanguineos DEA 1 positivo e DEA 1 negativo, em que o tempo de
sobrevivéncia foi superior em cdes com tipo sanguineo DEA 1 negativo.

2. Influéncia das apresentacgdes clinicas

2.1. Hemoabddémen

Schick et al. (2019) detetaram que cerca de 70% dos cées no seu estudo apresentavam
0 hemangiossarcoma como causa de hemoabddmen. Os dados reportados por Mullin & Clifford
(2020) suportam estes de Schick et al. (2019) onde se reporta que esta variagdo, do numero de
animais que apresentam hemoabdomen provocado por hemangiossarcoma, pode oscilar entre
63-70%. Ja nos dados deste estudo, a maioria dos cdes com hemangiossarcoma esplénico
apresentavam hemoabdémen (n=28; 73.7%). A grande parte dos animais com HSA séo
apresentados em clinica ou com sinais ndo especificos (anorexia, letargia), ou em situacdes
agudas graves (choque hipovolémico, efusdo abdominal, entre outras) (Lang, 2020), sendo que
mais do que qualquer outro tipo de tumor, o hemangiossarcoma esplénico tem maior
probabilidade de ruturar e provocar hemoabddmen (Cleveland & Casale, 2016). Pode acontecer

gue alguns tutores de animais, com sinais clinicos mais ligeiros, ndo demonstrem iniciativa de
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levar os seus animais a serem diagnosticados, fazendo com que a maioria chegue a clinica
apresentando uma situagcdo mais aguda da doenca, podendo apresentar como sinal clinico

frequente o hemoabdémen.

Relativamente a influéncia de efusédo abdominal na sobrevivéncia, neste estudo nado
foram encontradas quaisquer evidéncias de uma associacdo entre a presenca/auséncia de
hemoabdémen e tempo de sobrevivéncia dos animais. Os resultados sdo consistentes com
outros estudos, em que quando avaliado individualmente, o hemoabddémen, ndo influéncia a
sobrevivéncia em caes (Masyr et al., 2021). A auséncia de diferencas pode dever-se a
ocorréncia de detecao e tratamento (esplenectomia no caso deste estudo) precoce, favorecendo

a sobrevivéncia pos-cirirgica destes animais com hemoperitoneu (Cleveland & Casale, 2016).

2.2. Hemograma

No presente estudo, dos animais com registo da contagem de leucécitos a maioria
apresenta leucocitose no momento do diagnéstico (n=16), no entanto, o nimero de animais com
contagem de leucdcitos normal ndo é muito diferente (n=15), podendo isto dever-se a quantidade
de animais que ndo apresentam registo desta informagéo (cerca de 18% da amostra). Também
no estudo de Masyr et al. (2021) foi detetado uma proximidade do nimero de animais com e sem
leucocitose (46% apresentavam leucocitose). Ainda, comparando os resultados obtidos
relativamente aos leucdcitos, verifica-se que as alteragcfes neste pardmetro ndo se devem a um
aumento de linfécitos ou mondcitos, uma vez que na maioria dos animais, encontram-se dentro
dos valores de referéncia. Assim, esta leucocitose pode dever-se a uma neutrofilia, que é um
achado laboratorial comum em animais com HSA (Yamamoto et al., 2013; Wong et al., 2015).
Ainda, segundo Masyr et al. (2021) , a maioria dos animais apresentaram trombocitopénia (71%),
0 que difere deste estudo, cuja percentagem de animais com trombocitopénia é de 42,1%,
podendo isto dever-se também aos animais que ndo apresentavam registo (18,4%). Os
resultados da contagem plaquetaria devem ser interpretados com cuidado, devido a
possibilidade de ocorréncia de pseudo-trombocitopénia decorrente de coagulacdo da amostra
(Wong et al., 2015; Masyr et al.,, 2021). O facto de alguns animais poderem apresentar
coagulacao intravascular disseminada (CID) pode, devido a consumo plaquetério, acentuar ainda
mais a trombocitopénia nestes animais (Ng & Mills, 1985; Wong et al., 2015), visto que a
ocorréncia de CID esta presente em mais de 50% dos animais com HSA (Wong et al., 2015).
Observando as alteracbes do eritrograma, nomeadamente, numero de eritrécitos, hematécrito e
valores de hemoglobina, estes encontram-se baixos em 55,3%, 44,7% e 63,2% dos animais,
respetivamente. Os animais que tém estes valores diminuidos sdo, portanto, em maior niamero
do que aqueles que tém estes valores dentro dos parametros normais. Masyr et al. (2021)
também encontraram valores inferiores de hematocrito em 74% dos animais. As potenciais
razdes para este acontecimento podem dever-se a presenca de anemia da doenca crénica e/ou
hemolise microangiopética (Wong et al., 2015). Os presentes resultados apresentam valores

mais baixos comparativamente aos reportados por Masyr et al. (2021), em parte devido a falta
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de recolha de dados de cerca de 18% dos animais, como referido igualmente nos restantes
pardmetros. Os valores baixos dos parédmetros relativos ao eritrograma, sugerem que, pelo
menos parte destes animais estdo anémicos, podendo estas anemias ser tanto de caracteristicas
regenerativas ou ndo-regenerativas (Mullin & Clifford, 2019). Todos os achados hematoldgicos
acima descritos, encontram-se bem representados na bibliografia (Wong et al., 2015; Mullin &
Clifford, 2019), no entanto, é de notar que para além dos parametros avaliados, € comum, em
cédes com HSA, a presenca esquisécitos e acantécitos nos esfregacos sanguineos (Wong et al.,
2015; Mullin & Clifford, 2019). Por fim, estes dados permitem corroborar com os atuais
conhecimentos dos parametros hematolégicos, em que, a anemia, a trombocitopénia e a
leucocitose sdo achados comuns no hemograma deste tipo de pacientes oncoldgicos (Wong et
al., 2015; Masyr et al., 2021; Mullin & Clifford, 2019).

No estudo apresentado ndo houve qualquer diferenca significativa relativamente a
influéncia dos pardmetros do hemograma analisados (hematdcrito, valores de hemoglobina,
contagem de eritrécitos, contagem total de leucécitos, contagem de linfécitos e contagem de
plaguetas) quanto ao tempo de sobrevivéncia de animais com hemangiossarcoma esplénico. Um
estudo reporta que a presenca de anemia pré-operatéria afeta de forma negativa a atuacéo de
alguns quimioterapicos, nomeadamente, a doxorrubicina (Primeau et al., 2005). A anemia podera
servir como marcador de hip6xia tumoral e consequentemente podera servir, em parte, como
mecanismo de resisténcia a quimioterapia, neste caso com doxorrubicina (Primeau et al., 2005).
Em tumores sélidos, as células presentes nestas zonas de hipdxia, apresentam menor aporte
sanguineo, estando protegidas da acao dos farmaco quimioterapicos, pois estes ndo conseguem
chegar a esses locais através da circulacdo (Primeau et al., 2005). Contudo, neste estudo,
apenas cinco animais realizaram tratamento com doxorrubicina isoladamente. Assim, a
associacdo de outros farmacos podera limitar o mecanismo de quimioresisténcia da anemia.
Adicionalmente, o efeito da anemia apenas se torna significativo quando considerado o estadio
tumoral (Masyr et al., 2021), que neste estudo ndo foi registado. No que refere a trombocitopénia,
um menor tempo de sobrevivéncia podera estar associado a distirbios hemostaticos, sendo
estes comuns em animais com hemangiossarcoma (Masyr et al., 2021). Mais ainda, o tempo de
sobrevivéncia em animais com trombocitopénia vai piorando a medida que consideramos outros
fatores, nomeadamente, o estadio tumoral, idade e presenca/ auséncia de anemia. Nao houve,
no entanto, registo dos parametros que permitissem afirmar se houve ou nado alteracdes da
hemostase, nem registo de parametros que permitissem realizar uma analise multivariada, para
identificar uma acao conjunta com a trombocitopénia, particularmente, o estadio tumoral. Para
finalizar, a falta de associacéo entre leucocitose e o tempo de sobrevivéncia estdo de acordo ao
encontrado na bibliografia, em que, quando considerado como parametro individual ou em
conjunto com outras variaveis, ndo apresentou qualquer influéncia quanto ao tempo de

sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma (Masyr et al., 2021).
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3. Influéncia da terapéutica

3.1. Transfusao

A maioria dos cdes diagnosticados com massas esplénicas, que necessitam de
transfusBes sanguineas, apresentam hemangiossarcoma (Lynch et al., 2015). Isto € consistente
com os resultados deste estudo, que demonstram que a maioria dos caes com HSA realizaram
transfusBes sanguineas (cerca de 58% da amostra). O grande nimero de transfusdes em cées
com este tumor pode dever-se ao facto de que o HSA, mais do qualquer outro tumor, pode roturar
e provocar hemoabddémen e sendo este um tumor vascular, ird existir grande perda sanguinea
(Cleveland & Casale, 2016). A terapéutica de animais hemodindmicamente instaveis,
apresentando sinais de choque e anemia, € uma das principais raz6es para recorrer a
transfusGes sanguineas (Lynch et al., 2015). Outro importante fator que potencia o uso de
transfusbes, nomeadamente de plasma fresco congelado, podera ser que a admissdo do animal
no hospital, estes muitas vezes encontram-se com valores de contagem plaquetéria bastante
baixos (Hammond & Pesillo-Croshby, 2008).

Observando a figura 23 e a tabela 9, conclui-se que ndo existem diferencas no tempo de
sobrevivéncia dos animais que receberam ou nao transfusfes. Resultados semelhantes foram
relatados por Masyr et al. (2021), em que, quando considerado como fator individual e em
conjunto com outras variaveis, a realizacdo ou ndo de transfusdo ndo apresentou diferencas no
tempo de sobrevivéncia dos animais do estudo com hemangiossarcoma. Da mesma forma,
Marconato et al. (2019) néo identificaram influéncia da transfusdo sanguinea na sobrevivéncia
de animais com HSA esplénico. No entanto, ndo existe consenso no que toca a sobrevivéncia
relacionada com a administracdo de transfusbes em cées, havendo estudos que indicam o
contrario do anteriormente mencionado, como é o caso de Lynch et al. (2015), onde os autores
referem que cées que receberam transfusdo tém menores tempos de sobrevivéncia. Devido ao
caracter subjetivo da decisdo médico-veterinaria de realizacdo ou ndo de transfusao, bem como
da quantidade transfundida destes produtos, a sua consideragdo como fator progndstico de

sobrevivéncia é questionavel (Wendelburg et al., 2014).

3.2.  Quimioterapia

Pela analise de dados deste estudo verifica-se que grande parte dos animais néo
realizou nenhum protocolo quimioterapéutico (47,4%) (figura 15). Estes animais apenas
realizaram esplenectomia. No tratamento do HSA, a cirurgia continua a ser a principal base
terapéutica. (Mullin & Clifford, 2020). N&o pode ser ignorado o facto de alguns destes animais,
categorizados como néo tendo feito qualquer protocolo quimioterapéutico, podem na verdade ter
realizado quimioterapia, sem que esta tenha sido registada no sistema, uma vez que, na maioria
dos casos, € realizada quimioterapia adjuvante apos a excisdo cirdrgica, devido a elevada
capacidade de metastizacdo por parte deste tumor (Batschinski et al., 2018; Mullin & Clifford,

2020). Analisando apenas 0s animais que realizaram protocolos de quimioterapia, verifica-se
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que, cerca de metade realizou quimioterapia adjuvante incluindo doxorrubicina (50%).
Encontram-se valores semelhantes na bibliografia, em que a maioria dos protocolos
experimentais inclui doxorrubicina (Mullin & Clifford, 2020). Contudo, neste estudo, a
doxorrubicina individualmente apenas foi utilizada em cinco casos, podendo isto dever-se a
elevada quantidade de efeitos secundarios associadas a mesma, nomeadamente,
cardiotoxicidade, anemia, leucopénia, entre outros (Manno et al., 2016; Faulhaber et al., 2021).
Assim, apesar do maior tempo de sobrevivéncia associado a utilizacdo de doxorrubicina, a maior
toxicidade nos animais que utilizaram este farmaco como protocolo convencional, levou a uma
pior qualidade de vida destes, pondo em questédo se este deve ser utilizado (Marconato et al.,
2019). O protocolo quimioterapéutico mais utilizado neste estudo foi a combinagdo de
ciclofosfamida com um anti-inflamatério inibidor da Cox-2 (AINES-COX2). Esta combinacgdo de
farmacos, muitas vezes utilizada de forma metronémica (Finotello et al., 2017), resulta em efeitos
secundarios menos graves do que aqueles provocados pela doxorrubicina (Matsuyama et al.,
2017; Gustafson & Bailey, 2020). Os animais que realizaram quimioterapia apenas com
ciclofosfamida (n=1) e clorambucil (n=1), podem, na verdade, também ter utilizado um AINES-

COX2 e a sua utilizagdo néo ter sido registada.

N&o ocorreram diferencas significativas na analise de sobrevivéncia, entre 0s varios
protocolos de quimioterapia realizados neste estudo, no modelo que incluia os animais que
apenas realizaram esplenectomia (“nenhum”) (tabela 10; figura 24). Isto reflete o referido no
paragrafo anterior, em que provavelmente, alguns destes animais ter&o realizado um protocolo
de quimioterapia e este ndo terd sido inserido no sistema pelo clinico responséavel, levando a
auséncia de diferencas significativas neste estudo. Dai ter-se construido um novo modelo (tabela
11; figura 25), em que, os diversos protocolos quimioterapéuticos sdo comparados com o
protocolo mais utilizado na bibliografia (doxorrubicina de forma isolada). Neste novo modelo,
verifica-se que existem diferencas na sobrevivéncia entre a utilizagdo de doxorrubicina
isoladamente e a utilizacdo do protocolo com ciclofosfamida e AINES-COX2, bem como, entre a
utilizacdo de doxorrubicina isoladamente e o protocolo com doxorrubicina, ciclofosfamida e
AINES-COX2 (tabela 11). Para qualquer um dos protocolos acima referidos, quando comparados
a utilizacdo de doxorrubicina isoladamente, houve uma melhoria no tempo de sobrevivéncia,
sendo esta maior para a utilizacdo do protocolo com doxorrubicina, ciclofosfamida e AINES-
COX2 (Hazard Ratio= -92,98%). Foi demonstrado que a utilizacdo de doxorrubicina seguida da
aplicacdo metrondmica de ciclofosfamida ndo apresenta diferencas quando comparado a
utilizac&o isolada de doxorrubicina, no que diz respeito ao tempo de sobrevivéncia (Matsuyama
etal., 2017), porém, dos animais que realizaram esta terapia metronémica, nem todos utilizaram
AINES (anti-inflamatorios ndo esterodides). Pelo contrario, no estudo de Finotello et al. (2017)
obtiveram-se resultados que indicam que os caes que receberam quimioterapia convencional
com doxorrubicina seguida de quimioterapia metronémica, baseada em ciclofosfamida com

AINES, obtiveram tempos de vida mais prolongados do que aqueles que receberam
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quimioterapia apenas com doxorrubicina, consistente com os dados apresentados nesta
dissertacdo. Em certos tumores foi descoberto que as células tumorais expressam COX-2 em
grandes quantidades, produzindo prostaglandina E2, que aparenta promover a tumorogénese
(Elmslie et al., 2008; Kahn et al., 2013). Os AINES inibem as cicloxigenases (COX), enzimas
responsaveis pela conversao de acido araquidénico em prostaglandinas e tromboxanos, sendo
umas das razdes para o0 uso de AINES em conjunto com a quimioterapia metronémica (Kahn et
al., 2013). Porém, apesar do hemangiossarcoma nao apresentar sobre-expressao de COX-2, ja
foi demonstrado a sua eficacia a nivel clinico (Kahn et al.,, 2013). Em tumores que nao
apresentem essa caracteristica, o uso de AINES em conjunto com a quimioterapia metronémica
ird contrapor-se a angiogénese tumoral, tendo um efeito sinérgico na acdo da ciclofosfamida
quando usados em conjunto (Finotello et al., 2017). Assim, a utilizacdo de ciclofosfamida em
conjunto com AINES-COX2 promove um aumento da sobrevivéncia, em cdes com HSA,
independentemente da utilizacdo ou ndo de doxorrubicina. No que respeita a utilizacdo de
carboplatina, de forma semelhante a esta dissertacao, foi observado tempos de sobrevivéncia
semelhantes quando comparada com a doxorrubicina (Faulhaber et al., 2021). Ja no Unico
estudo encontrado onde utilizaram clorambucil, o cdo apresentou um tempo de sobrevivéncia
prolongado (Chaikin & Welihozkiy, 2018), contrariado as observagfes deste estudo. N&o
obstante, os dados de (Chaikin & Welihozkiy, 2018) devem ser interpretados com cautela uma

vez que o estudo foi realizado apenas com um animal.

4. Influéncia conjunta daraca, peso e quimioterapia

Ao contemplar os estudos presentes na literatura, que englobam analises multivariadas,
verifica-se que apenas alguns incidem sobre os fatores que influenciam a sobrevivéncia em caes
com hemangiossarcoma. Ao analisar, com uma andlise multivariada, hemangiossarcomas
subcutaneos e intramusculares, Shiu et al. (2011) identificaram os seguintes fatores como
influenciadores da sobrevivéncia: presenca/auséncia de metéstases, tumores com tamanho
inferior a quatro centimetros, rece¢cdo completa ou incompleta do tumor e presenca
macroscopica do tumor primario. Por outro lado, alguns estudos, estes envolvendo
hemangiossarcoma esplénico, apenas identificam uma variavel que afeta a sobrevivéncia. E o
caso de Moore et al. (2017), que apenas identificam na sua andlise multivariada, o indice mitético
como preditor da sobrevivéncia em caes com hemangiossarcoma esplénico, sobrevivendo mais
tempo aqueles com o indice mitético mais baixo. Nesta dissertacdo, optou-se por realizar uma
analise multivariada apenas com as variaveis que demonstraram ser significativas na analise
univariada, a semelhanca do realizado noutros estudos (Ex.:Marconato et al., 2019). No entanto,
teve de ser retirada a variavel “tipo de sangue”, uma vez que o numero reduzido de animais com
0 sangue tipificado ndo permitia a realizacdo da analise de sobrevivéncia multivariada. Uma das
conclusBes que podem ser retiradas da andlise multivariada deste estudo é que, tendo em
consideragdo a terapéutica e a raga, o peso deixa de ter influéncia sobre a sobrevivéncia dos

animais. Isto ndo é concordante com os resultados apresentados por Carnio et al. (2020) para

66



hemangiossarcoma visceral, no entanto, os autores deste estudo, apenas avaliam fatores
intrinsecos (idade, sexo, estatuto reprodutor, tamanho e raca) e ndo consideram a influéncia de
outros fatores, por exemplo, protocolo de quimioterapia e a presencga de metastases, ja citados
por outros autores, como sendo fatores que influenciam a sobrevivéncia de animais com HSA
esplénico (Story et al., 2020). Por outro lado, os resultados desta dissertagdo evidenciam que a
raca labrador apresenta, quando considerado o peso e o protocolo quimioterapéutico, um menor
tempo de sobrevivéncia, consistente com o facto das racas maiores apresentarem um menor
tempo de sobrevivéncia (Story et al., 2020). A presenca de diferencas significativas para a raca
labrador, podera dever-se a dois fatores: (1) Uma maior prevaléncia de obesidade em cées
labradores (Meena et al., 2022), que por sua vez esta associada a uma menor qualidade de vida
e tempo de sobrevivéncia (Salt et al., 2018) e/ou (2) uma sobre representagéo da raca labrador,
neste estudo, face as outras racas. Quando retirados os caes sem racga definida, os labradores
perfazem 48% da amostra. O reduzido tempo de sobrevivéncia dos dois cdes de raca boxer
neste estudo pode dever-se a presenca e nimero de metéstases e/ou estadio clinico do tumor
(parametros ndo avaliados neste estudo), que, como demonstrado anteriormente, sdo fatores

que influenciam o tempo de sobrevivéncia (Batschinski et al., 2018; Story et al., 2020).

O resultado da analise multivariada deste estudo permite inferir que, quando considerada
a influéncia do peso e da raca, existem diferengas no tempo de sobrevivéncia dos diversos
protocolos quimioterapéuticos. A administracdo de ciclofosfamida em conjunto com AINES-
COX2 e a administracao de doxorrubicina, ciclofosfamida e AINES-COX2 demonstraram ter um
efeito positivo no tempo de sobrevivéncia dos animais, o que é concordante com os resultados
da andlise univariada apresentada, em que para estes mesmos tratamentos, foram obtidos
tempos de sobrevivéncia superiores, comparativamente com a administracdo de doxorrubicina
isolada. Ja a administracdo de ciclofosfamida isoladamente obteve piores tempos de
sobrevivéncia comparativamente a doxorrubicina. Estudos encontraram resultados semelhantes,
em gque a aplicacdo de uma quimioterapia baseada em ciclofosfamida em doses metronémicas
resultou em menores tempos de sobrevivéncia do que a utilizagdo do protocolo em maximas
doses com doxorrubicina (Marconato et al., 2019). Assim, tendo em conta que a ciclofosfamida
€ utilizada maioritariamente em doses metronémicas, estes resultados sugerem que a
terapéutica ideal incorpora doxorrubicina em doses convencionais (30 mg/m?) e ciclofosfamida

em doses metronémicas (10 -15 mg/m?) em conjunto com AINES-COX2.

5. Limitagdes

A principal limitag@o deste estudo é a existéncia de registos incompletos por parte dos
clinicos no sistema utilizado no hospital. A existéncia de fichas clinicas com informacao
incompleta levou a que muitas das andlises univariadas tivessem uma amostra muito reduzida
de animais, por exemplo, no caso do tipo sanguineo, apenas 20 animais de um total de 38 tinham
esta tipificacd@o registada, o que reduziu a fiabilidade da anélise estatistica. Adicionalmente, a

auséncia acentuada de alguns dos parametros (p.e.: indice mitético, estadio tumoral, tamanho
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da neoplasia) ndo permitiu a sua inclusdo nesta andlise. Alguns destes parametros foram
demonstrados na bibliografia, como tendo bastante relevancia nos tempos de sobrevivéncia de
cdes com HSA esplénico (Moore et al., 2017; Batschinski et al., 2018; Story et al., 2020). Pode
ainda ter ocorrido casos, em que o hemograma registado nesta analise, ndo ter sido o primeiro
hemograma realizado ao animal, mas sim o hemograma mais cedo relatado pelo clinico na base
de dados. Isto podera ter particular efeito na analise, que relaciona as analises clinicas com a
sobrevivéncia, desde a data registada, como sendo diagnéstica de hemangiossarcoma

esplénico.

Mesmo tendo em consideracao os parametros com maior nimero de registos completos,
existem alguns fatores que podem influenciar os resultados estatisticos. O primeiro destes
fatores é a possibilidade de a morte do animal ser devido a causas externas ao
hemangiossarcoma, por exemplo, eutanasia por estado avancado da doencga. Mais ainda, os
animais cujo “estado” se apresentava como morto, pode na verdade ter sido a ultima consulta
em que compareceram no hospital, ndo querendo isto dizer que tenham morrido naquele dia,
podendo resultar no enviesamento dos resultados. Um segundo fator que pode influenciar a
andlise € a data do diagndstico. Alguns dos cdes comecaram a ser seguidos pelo hospital apés
terem sido encaminhados para uma consulta de segunda opinido, assim, nestes animais, a data
do diagnéstico é a data da consulta de segunda opinido, podendo ndo corresponder a data do
primeiro diagndstico. De referir ainda que a data de diagnéstico pode ser bastante variavel, uma
vez que depende da prontiddo com que os tutores levam os animais ao hospital para observacao.
Um outro fator limitante deste trabalho, é o facto de no caso das incidéncias de
hemangiossarcoma esplénico, estas ndo foram comparadas com uma populacéo controlo, sem
manifestacdo da doenca. Isto apenas permite detetar a maior frequéncia de uma dada
caracteristica numa populagdo de caes com hemangiossarcoma, ndo permitindo identificar se
existe uma relacdo entre essa caracteristica, na populagdo geral de caes, e a incidéncia do

hemangiossarcoma.

Concluindo, no que diz respeito a terapéutica, apesar de registados os farmacos
utilizados, eram poucos aqueles que permitiam recolher as dosagens administradas, bem como
0 nimero de ciclos de quimioterapia realizados, que como demonstrado em Marconato et al.
(2019) podem ter influéncia no tempo de sobrevivéncia destes animais. Adicionalmente, ndo foi
discriminado, no registo dos animais, qual o anti-inflamatério ndo esterdide inibidor da
cicloxigenase 2 utilizado, podendo ter sido utilizado sempre o mesmo para todos os animais, o
que nao afeta os resultados, ou por outro lado, ter sido utilizado um conjunto de AINES-Cox2

diferente, que podera resultar numa diversificacao dos tempos de sobrevivéncia.
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VI. Conclusao

O hemangiossarcoma é um dos tumores mais agressivos em cées, cujo prognostico de
sobrevivéncia, em geral, € mau (Mullin & Clifford, 2020). A cirurgia é tomada como a melhor
abordagem terapéutica em animais com esta neoplasia, porém, na maioria das vezes nédo é mais
gue uma abordagem paliativa (Mullin & Clifford, 2020). A doxorrubicina continua a ser o farmaco
quimioterapéutico mais utilizado e apesar do aumento no tempo médio de sobrevivéncia
observado, os beneficios, em geral, sdo minimos (Mullin & Clifford, 2020). Novas abordagens
usando novas técnicas cirdrgicas, quimioterapia convencional, quimioterapia metronémica,
terapia anti-angiogénica e imunoterapia estdo a ser estudadas, porém, mais estudos séo
necessarios neste ambito para que se consiga alterar realmente o progndstico deste tumor
(Mullin & Clifford, 2020).

Nesta dissertagdo foram avaliados quais os possiveis fatores que influenciam a
sobrevivéncia de cdes com hemangiossarcoma esplénico e que realizaram esplenectomia. E
possivel concluir, que dos fatores intrinsecos ao préprio animal apenas a raga, peso e tipo
sanguineo, individualmente, influenciam a sobrevivéncia dos animais com HSA esplénico. A
predisposi¢do genética da raca foi confirmada neste estudo, tendo as racas de grande porte um
menor tempo de sobrevivéncia comparativamente as racas de pequeno porte. Esta tendéncia é
também confirmada na analise relativa ao peso, em que animais mais pesados apresentaram
tempos de sobrevivéncia menores. A relagcdo do peso com a sobrevivéncia pode dever-se ao
facto de animais com scores de condi¢c&o corporal mais elevados sobreviverem menos tempo,
no entanto, esta relacado ndo pode ser confirmada devido a auséncia de informagéo da variavel
score de condi¢do corporal. Quanto a variavel tipo sanguineo, animais com tipo sanguineo DEA
1 negativos sobreviveram mais tempo, que podera dever-se a auséncia de moléculas de adesdo
em animais DEA 1 positivos, a semelhanca do que acontece em humanos com o0s tipos
sanguineos A e B, que vai facilitar a metastizacdo do hemangiossarcoma, contudo, este
mecanismo ainda estd por confirmar em animais de companhia. A outra variavel, que
individualmente demonstrou ser significativa, foi a quimioterapia. Neste caso, o tratamento com
ciclo-cox2 e dox-ciclo-cox2 resultou em tempos de sobrevivéncia superiores, quando
comparados aos tratamentos realizados apenas com doxorrubicina. Esta diferenga pode dever-
se a administracdo de AINES-Cox2, que podera apresentar efeito sinérgico a administragédo do

restante protocolo quimioterapéutico com ciclofosfamida.

J& na andlise multivariada conclui-se que, quando considerados a raga e o tratamento
guimioterapéutico, o peso do animal deixa de ter importancia na determina¢do do tempo de
sobrevivéncia. Significa isto que, as ragcas geneticamente predispostas e os tratamentos que
utilizam ciclofosfamida em conjunto com um AINES-Cox2, sdo os principais fatores que
contribuem para as variacbes do tempo de sobrevivéncia em c8es com hemangiossarcoma

esplénico.
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N&o foi possivel verificar, neste estudo, alguns resultados descritos na bibliografia, no
gue concerne a sobrevivéncia de caes com HSA esplénico, podendo isto ser atribuidos a
auséncia de registos neste estudo, que comprometem a analise estatistica, bem como as

conclus@es passiveis de serem retiradas.
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