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RESUMO

Linfoma e leucemia sdo neoplasias originadas do tecido hematopoiético que
ocorrem comumente nos gatos e muitas vezes estdo associadas a infecgéo pelo
virus da Leucemia Felina (FeLV), retrovirus com potencial oncogénico. Linfomas se
originam no tecido linfoide formando massas Unicas ou multiplas, séo classificados
de acordo com o local de desenvolvimento primario e o tipo histolégico. Leucemias
se originam na medula 0ssea e disseminando-se para a circulagdo sanguinea,
infiltrando em diversos 6rgdos. Séo classificadas em mieloide e linfoide, aguda ou
cronica, de acordo com os precursores envolvidos e matura¢cdo. No Brasil ainda nao
existem estudos publicados que demonstrem a associacdo entre o FeLV com a
formacdo destas neoplasias. Este trabalho objetiva a caracterizacéo
anatomopatoldgica de linfomas e leucemias em gatos domeésticos, e a relacdo com a
infecgao pelo FeLV. Realizou-se estudo entre os anos de 1995 a 2017, avaliando 53
felinos com linfomas e 37 com leucemia dos quais realizou-se exame de necropsia,
histopatologico e imuno-histoquimica (IHQ) anti-FeLV. Dos animais com linfoma,
50,94% (27/53) eram fémeas e 49,06% (26/53) machos, os filhotes tinham um ano
(13,21%, 7/53), os adultos (60,38%, 32/53) tinham média de 3,56 anos e 0s idosos
(16,98%, 9/53) de 12,88 anos. Quanto a distribuicdo topografica 43,4% (23/53) eram
multicéntricos, 33,96% (18/53) mediastinais, 11,32% (6/53) renais, 5,66% (3/53)
hepaticos, 3,77% (2/53) linfonodais e 1,89% (1/53) alimentar. Os tipos histolégicos
predominantes foram de células pequenas néo clivadas (LCPnc) (33,96%, 18/53),
células mistas difuso, (LMd) (22,64%, 12/53), imunoblasticos (15,11%, 8/53) e
linfoblasticos (11,32%, 6/53). Dos gatos com leucemia, 54,05 % (20/37) eram
machos e 43,24% (16/37) fémeas, quanto a idade, somente um filhote com um ano,
72,97% (27/37) eram adultos e 10,81% (4/37) idosos. Desses gatos, 56,76% (21/37)
possuiam leucemia mieloide e 43,24% (16/37) linfoides, 72,97% (27/37) eram
agudas e 27,03% (10/37) cronicas. A IHQ anti-FeLV foi positiva em 56,6% (30/53)
dos linfomas e 78,38% (29/37) das leucemias, indicando uma forte associa¢ao entre
a infeccdo e as neoformacdes. Os gatos entre um e quatro anos foram os que mais
desenvolveram linfomas mediastinais e multicéntricos e leucemias agudas
ocorreram com maior frequéncia com relacdo as cronicas, predominando em
animais abaixo dos cinco anos. A relacédo entre os linfomas e as leucemias com a
infeccdo pelo FelLV foi superior a encontrada em outros paises, indicando a
necessidade de intervencdes profilaticas e de controle na regido estudada.

Palavras-chave: retrovirus, mielopatia, linfécito, oncologia, medula 0ssea






ABSTRACT

Lymphoma and leukemia are neoplasia originating from the hematopoietic tissue that
occurs in cats, commonly associated with Feline Leukemia virus (FeLV) infection, a
potentially oncogenic retrovirus. Lymphomas are originate in lymphoid tissue forming
single or multiple masses, are classified according to the primary site and the
histological type. Leukemias arise in the bone marrow and spread through the
bloodstream, infiltrates in other organs. They are classified into myeloid and
lymphoid, acute or chronic, according to the precursors involved and maturation. In
Brazil, there are no published studies showing the association between FelLV with
the formation of these tumors. This study aims to characterize lymphomas and
leukemias in domestic cats and the relationship with FeLV. A retrospective and
prospective study were carried out between 1995 and 2016, evaluating 53 cats with
lymphomas and 37 with leukemia, which included necropsy, histopathological
examination and immunohistochemistry (IHC) anti-FeLV (gp70) were performed.
Among the cats with lymphoma, 50,94% (27/53) were females and 49,06 (26/53)
males, the kitten were one year old (13,21%, 7/53), adults (60,38%, 32/53) averaging
3,56 years and elderly (16,98%, 9/53), 12,88 years. The topographic distribution
showed 43,4% (23/53) multicentric, 33,96% (18/53) mediastinal, 11,32% (6/53) renal,
5,66% (3/53) hepatic, 3,77% (2/53) lymphonodal and 1,89% (1/53) alimentary. The
predominant histological types of lymphoma were small non-cleaved cells (33,96%,
18/53), diffuse mixed cells (22,64%, 12/53), immunoblastic (15,11%, 8/53) and
lymphoblastic (11,32%, 6/53). Among the cases of leukemia, 54,05% (20/37) cats
were male and 43,24% (16/37) females. An only one-year-old pup was observed,
adults comprised 72,97% (27/37) and the elderly 10,81% (4/37). Myeloid leukemias
were 56,76% (21/37) and lymphoid 43,24% (16/37) cases, acute occurred in 72,97%
(27/37), and chronic in 27,03% (10/37). The anti-FeLV IHC was positive in 56.6%
(30/53) lymphomas and 78.38% (29/37) leukemias, indicating a strong association
between infection and neoplasia. Cats between one and four years of age were the
ones that developed the most mediastinal and multicentric lymphomas and acute
leukemias occurred more frequently in relation to the chronic, predominating in
animals under five-years-old. The relationship between lymphomas and leukemias
with FeLV infection was superior to that found in other countries, indicating the need
for prophylactic and control interventions in the region studied.

Keywords: retrovirus, myelopathy, lymphocyte, oncology, bone marrow






LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Percentual (%) de gatos acometidos por linfoma de acordo com a idade
(BIM @NOS) ...t eaaaa 52

Figura 2 - Distribuicdo topografica dos linfomas em gatos domeésticos: (A) Aumento
acentuado dos linfonodos mandibulares com adeséo e infiltragdo em
glandulas salivares (cabecas de seta brancas) e mediastinicos
craniais (cabeca de seta). Macho, 6 anos, Multicéntrico. (B)
Linfadenomegalia mesentérica difusa, principalmente nos linfonodos
jejunais (asterisco). Macho, 6 anos, Multicéntrico. (C) Infiltracao
difusa em medula Ossea. Macho, 2 anos, Multicéntrico. (D)
Esplenomegalia decorrente de infiltracdo neoplésica, notar bordos
acentuadamente arredondados. Macho, 3 anos, Multicéntrico. (E)
Infiltrac&o neoplasica hepatica discreta, com evidenciacdo do padréo
lobular e aspecto trabeculado de feixes brancos na incidéncia de
corte. Macho, 2 anos, Multicéntrico. (F) Linfoma hepatico em lobo
lateral esquerdo (tracejado preto) e lipidose difusa e acentuada.
/= T o o TR G = 1 o 1 55

Figura 3 - Distribuicdo topografica dos linfomas em gatos domésticos: (A) Massa
mediastinal résea palida delimitada pelo tracejado ocupando todo o
térax e comprimindo dorsalmente os pulmdes (p). (B) Corte
transversal da massa mediastinal com o coracdo (c) envolto pela
massa e 0s lobos pulmonares atelectasicos (p). Fémea, 1 ano,
Mediastinal. (C) Massa em ileo, associada a espessamento de
submucosa e evidenciacdo de foliculos linfoides (cabeca de seta).
Macho, 4 anos, Alimentar. (D) Nodulo renal delimitado pelo tracejado
adjacente a uma area de fibrose (cabeca de seta branca), e nddulo
menor no rim contralateral (cabeca de seta preta). Macho, 3 anos,
Renal. (E) Rim Superior: N6dulo partindo da pelve (cabeca de seta
branca) para o exterior do 6rgao, notar areas de necrose (cabeca de
seta amarela). Macho, 2 anos, Renal;, Rim Inferior: NO6dulo em
cortical (cabeca de seta preta), notar aspecto multinodular bilateral.
Macho, 4 anos, Renal. (F) Linfadenomegalia em cadeia inguinal

externa. Fémea, 2 anos, Linfonodal...........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 56
Figura 4 - Principais alteragbes macroscopicas concomitantes ao linfoma
mediastinico e multicéntrico em gatos domésticos (%).................... 57

Figura 5 - Caracterizacdo histopatologica dos linfomas em gatos domésticos: (A)
Linfoma linfocitico de células pequenas, composto por linfécitos de
tamanho similares e nucleos hipercroméaticos. Macho, 4 anos, Renal.
(B) Linfoma de células pequenas clivados, linfocitos com nucleos
convolutos e projecbes de cromatina formando cortes no nucleo
(cabeca de seta). Macho, 8 anos, Multicéntrico. (C) Linfoma de
células grandes infiltrado em coracdo. Fémea, 4 anos, Multicéntrico.
(D) Linfoma misto difuso, linfécitos pequenos e grandes em
proporgbes semelhantes. Fémea, Idade n&o informada,
Multicéntrico. (E) Linfoma de células pequenas nao-clivadas com
intensa semelhanca entre células. Fémea, 4 anos, Mediastinico. (F)



Linfoma imunoblastico demonstrando células com ndcleo amplo e
nucléolo central (cabeca de seta preta) e cromatina com disposi¢ao
“explosiva” (cabeca de seta amarela). Macho, 12 anos, Multicéntrico.
(Hematoxilina € EOSING) .......uoiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 60

Figura 6 - Caracterizacdo histopatoldgica dos linfomas em gatos domésticos: (A)
Linfoma linfoblastico no figado demonstrando a formacéo de grupos
celulares (tracejado vermelho). Fémea, 1 ano, Multicéntrico. (B)
Linfoma linfoblastico mediastinico com formacé&o de grupos celulares
(tracejado vermelho) e padrdo de céu estrelado com macrofagos
repletos por corpusculos tingidos (cabeca de seta amarela). Fémea,
1 ano. (C) Linfoma imunoblastico com infiltragcdo hepatica nodular e
multiplas células em sinusoides. Macho, 2 anos, Hepatico. (D)
Linfoma de células pequenas clivadas em linfonodo mandibular.
Macho, 8 anos, Multicéntrico. (E) Linfoma linfoblastico infiltrado
difusamente em baco. Fémea, 1 ano, Multicéntrico. (F) Linfoma
misto de células grandes e pequenas infiltrado em meninges do
cortex cerebral. Macho, 4 anos, Multicéntrico. (Hematoxilina e
EOSING) oo 61

Figura 7 - Imuno-histoquimica para o virus da leucemia felina (FeLV) em gatos
domeésticos com linfoma: (A) Linfoma misto difuso com marcagéo
acentuada em linfonodo. Macho, 2 anos. (B) Linfoma imunoblastico
com marcagdo moderada em baco. Macho, 13 anos. (C) Marcacao
acentuada em linfoma misto difuso no interior de vaso sanguineo da
pelve renal. Macho, 8 anos. (D) Linfoma de células pequenas nao
clivadas com marcacdo moderada em massa mediastinica. Fémea,
2 anos. (E) Linfoma linfoblastico com marcacdo moderada difusa em
linfonodo mediastinico. FEémea, 2 anos. (F) Linfoma misto difuso com
marcacdo acentuada em rins. Macho, 8 anos. (Polimero ligado a
fosfatase alcalina [MACH 4 AP], cromdgeno Red Warp®).............. 66

Figura 8 - Porcentual (%) de gatos domésticos acometidos por leucemia de acordo
COM & idade (EM @NOS) ...ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 80

Figura 9 - AlteracBes macroscopicas em gatos domésticos com leucemia: (A)
Palidez acentuada de mucosas em leucemia mieloide aguda.
Fémea, 8 anos. (B) Hipoviscosidade sanguinea em leucemia
mieloide crénica. Macho, 4 anos. (C) Meninges com multiplas
petéquias em superficie subcapsular em leucemia mieloide aguda.
Fémea, 4 anos. (D) Esplenomegalia acentuada em leucemia
mieloide aguda. Fémea, 10 anos. (E) Infiltracdo leucémica em figado
com hepatomegalia, acentuacédo de padrao lobular e lipidose difusa
em um caso de leucemia linfoide crénica. Macho, 5 anos. (F) Medula
0ssea com intensa palidez em leucemia mieloide cronica. Macho, 6
=1 [ 1 TP 81

Figura 10 - Leucemias em gatos: Caracterizacdo histolégica das leucemias em
gatos: (A) Leucemia linfoide aguda, grande quantidade de
linfoblastos médios e grandes. Macho, 4 anos. (B) Leucemia linfoide
aguda, grandes linfécitos neoplasicos substituindo todo o



parénquima medular. Macho, 6 anos. (C) Leucemia linfoide crénica,
linfécitos maduros substituindo o parénquima medular, e
megacariocito hipolobulado atipico (cabeca de seta). Macho, 5 anos.
(D) Leucemia mieloide aguda, grande quantidade de precursores
eritroides em varios estagios de maturacao (cabeca de seta branca)
e megacariocito multinucleado ndo lobular (cabeca de seta preta).
Macho, 2 anos. (E) Leucemia mieloide aguda, intensa proliferacédo
de megacariocitos atipicos e micromegacariécitos (cabeca de seta).
Macho, 6 anos. (F) Leucemia mieloide crbnica, aspecto monotono do
parénquima e grande quantidade de megacarioticos realizando

Figura 11 - Caracterizacdo histolégica e infiltrativa da leucemia em gatos
domésticos: (A) Infiltracdo acentuada e multifocal de leucemia
linfoide aguda em espaco portal (cabeca de seta). Macho, 2 anos.
(B) Leucemia linfoide aguda infiltrando e distendendo sinusoides
hepaticos (cabeca de seta). Macho, 2 anos. (C) Leucemia mieloide
aguda infiltrando em figado com aspecto dissociado das células
neoplasicas. Macho, 2 anos. (D) Leucemia linfoide aguda difusa no
parénquima esplénico. Macho, 6 anos. (E) Leucemia linfoide aguda
em cortex do cerebelo com hemorragia e malacia (cabeca de seta
branca), além da infiltracdo neoplésica (cabeca de seta preta).
Macho, 6 anos. (F) Leucemia mieloide aguda: baco com
megacariocitos tipicos realizando hematopoese extramedular
(cabeca de seta). Fémea, 7 anos. (Hematoxilina e Eosina)............. 86

Figura 12 - Imuno-histoquimica para o virus da leucemia felina (FeLV) em gatos
domésticos com leucemia: (A) Marcag¢do acentuada em leucemia
mieloide cronica. Macho, 2 anos. (B) Marcacdo moderada em
leucemia mieloide aguda. Fémea, 7 anos. (C) Marcagao leve em
leucemia mieloide crénica. Fémea, 4 anos. (D) Marcacdo acentuada
em leucemia mieloide aguda. Fémea, 2 anos. (E) Marcacao
moderada em leucemia mieloide crbénica. Macho, 11 anos. (F)
Marcagao acentuada em leucemia linfoide aguda. Macho, 2 anos
(Polimero ligado a fosfatase alcalina [MACH 4 AP], cromégeno Red






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Correlacdo entre género e faixa etaria dos gatos domeésticos acometidos
POF TINFOM@ ... 52
Tabela 2 - Frequéncia da localizacdo anatémica dos linfomas e a idade dos gatos
dOMESLICOS aCOMELIAOS. .......ceeiiiiiiiiiiiiiieeee e 53
Tabela 3 - Infiltracdes de linfomas em gatos domésticos por érgao de acordo com a
topografia tUmMOoral ............cooviiiiiiiiiiiiii 62
Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias entre o tipo histolégico do linfoma, género e
faixa etaria dos gatos dOMESHICOS.........cevvieeeeiiiiiiiiiiiie e, 63
Tabela 5 - Distribuicdo de frequéncia entre o grau de malignidade, tipo histoldgico e
topografia dos linfomas em gatos dOmésticos .........cccccvvvvvvvvvveeennnn.. 64
Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncia e média de figuras mitoses de acordo com o
grau de malignidade e o tipo histolégico dos linfomas em gatos .....64
Tabela 7 - Imuno-histoquimica e ELISA para o virus da leucemia felina (FeLV) em
gatos com linfoma de acordo com género e idade .........ccccevveeeenen. 67
Tabela 8 - Distribuicdo dos gatos domésticos com leucemia de acordo com a idade e
(ol o= 0 =T (o TR PPUPTR 79
Tabela 9 - Alteracdes macroscoépicas observadas em gatos domésticos de acordo
COM O tiPO de IEUCEMIA ......coeiiiiiiiiiiiiiece e 82
Tabela 10 - Distribuicdo da média de mitoses de acordo com o tipo de leucemia....83
Tabela 11 - Relacdo dos 6rgaos com infiltracdo neoplasica sobre o total de gatos
por faixa etaria e tipo celular da leucemia.............cccccocvvieiieeeeeiinnnnn, 85
Tabela 12 - Imuno-histoquimica e ELISA para o virus da leucemia felina (FeLV) em
gatos com leucemia de acordo com género e idade..........cccccceeeee... 87






ALG
AP
CAV
DAB
DNA
DP
DRC
EDTA
ELISA
EUA
FAB
FelLV
FIv
HE
HPF
HRP
IBL
IHQ
IL
IRA
LAPA
LBL
LCG
LCP
LCPc
LCPcf
LCPnc
LLA
LLC
LMA
LMC
LMd
LMf
NCIWF
NK
PBS
PCA
PCR
REAL
RNA
SNC
TNF
UDESC

LISTA DE ABREVIATURAS

Animal Leukemia Study Group

Polimero ligado a fosfatase alcalina

Centro de Ciéncias Agroveterinarias
3,3'Diaminobenzidine

Acido desoxirribonucleico

Desvio padrao

Doenca renal cronica

Anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético
Ensaio imunoenzimatico

Estados Unidos da América
French-American-British Cooperative Group
Virus da Leucemia Felina

Virus da Imunodeficiéncia Felina
Hematoxilina e eosina
Campo de maior aumento

Polimero ligado a peroxidase

Linfoma Imunoblastico

Imuno-histoquimica

Interleucina

Insuficiéncia renal aguda

Laboratorio de Patologia Animal

Linfoma Linfoblastico

Linfoma de células grandes

Linfoma linfocitico de células pequenas
Linfoma de células pequenas clivadas, difuso
Linfoma de células pequenas clivadas, folicular
Linfoma de células pequenas ndo-clivadas
Leucemia linfoide aguda

Leucemia linfoide crénica

Leucemia mieloide aguda

Leucemia mieloide crénica

Linfoma misto, difuso
Linfoma misto, folicular

National Cancer Institute - Working Formulation
Linfocito Natural Killer
Solugéo salina saturada

Fatores pro-coagulatorios

Reacgédo em cadeia da polimerase

Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms
Acido ribonucleico

Sistema nervoso central

Fator de Necrose Tumoral
Universidade do Estado de Santa Catarina






2.1
2.2

3.1
3.1.1
3.1.1.1
3.1.1.2
3.1.2
3.2
3.21
3.2.3
3.2.4
3.2.5
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.4

4.1
4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.3
4.4
4.5

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..., 25
OBUIETIVOS ... e e e e e e e e eaas 27
OBJETIVOS GERAIS ... 27
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....oviiiceeeeeceeeeeeeeete e 27
REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oiiiiiiiiiieeieieee e 29
LINFOMAS ..ottt ettt e e e e e e e e s ettt e e e e e e e e e e nnnnnaenes 29
Classificacdo anatomopatoldgica dos linfomas.........ccccceeeeeei, 31
Classificacao de Rappaport, Classificacdo de Kiel e R.E.A.L.......ccccceeeeenen. 31
National Cancer Institute Working Formulation para Linfomas..................... 33
Aspectos clinicos do linfoma .......cccooeeeeiiiiiiiciii e, 33
LEUCEMIAS ...ttt e e e e e s e e e e e e e e e nnnnanees 35
Leucemias linfoides e mieloides agudas ...........ccceeevvvvviiiiiie e, 36
Leucemias linfoides e mieloides CroniCas .........cccevveeeevviiiiiie e, 37
Aspectos clinicos das leucemias agudas ........ccccceeeviiiiiiiiiieiieeeee e 37
Aspectos clinicos das leucemias CroniCas ............uuvvuvrvrrremrernnnnnninnnnnnnnnns 38
VIRUS DA LEUCEMIA FELINA (FELV)....cveeeieeeeeeeeeeeeeee e 38
Subgrupos Virais do FELV ... 39
Caracteristicas bioldgicas e implicacdes clinicas do FeLV.................... 39
INTEraGa0 ONCOGENMICA . ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei ittt eees 41
METODOS DE DIAGNOSTICO DO FELV ...c.ocooiviieiiiieicecieiee e, 41

CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA DE LINFOMAS EM
FELINOS DOMESTICOS E A CORRELACAO COM O VIRUS DA

LEUCEMIA FELINA (FELV) oot 45
INTRODUGAO. ...ttt 46
MATERIAL E METODOS .....coviiiieeeeeeeeeee et 48
EStUO FetrOSPECLIVO ..uuuiiececeeeeeee e 48
EStUAO PrOSPECLIVO .ovveeiiii e e 48
Processamento de AMOSIIAS ....uuuuiiiiieeiiiiiieiiie e e e e e 49
Classificacao topografica e caracterizacdo histologica dos linfomas...49
Avaliagcdo imuno-histoquimica anti-FeLV.......cccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 50
Catalogacado dos dados e andlise estatistiCa..........cccceeeeeeeiiieiiii e, 51
RESULTADOS ...ttt e e e e e s e a e e e e e e e e nannanees 51
DISCUSSAD ...cociiiiiieieiee ettt 68
CONCLUSAO ......couitiiiieieietee ettt 72

CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA DE LEUCEMIAS EM
FELINOS DOMESTICOS E A CORRELACAO COM O VIRUS DA
LEUCEMIA FELINA (FELV) ..ot 73



5.1
5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.24
5.2.5
5.2.6
5.3
5.4
5.5

INTRODUGAO ......oeiieieeeee ettt ettt ettt eeeste e ens 74

MATERIAL E METODOS........oiiiiteiieeeeieeteee e ee e e ettt sae e 76
EStUAO retrOSPECTIVO ..o 76
EStUdO PrOSPECTIVO ..o 76
Processamento de amOSTIIaS .....cooooviiiiiiiiiiiie e 77
Distribuicdo das lesdes e caracterizagcao histolégica das leucemias ... 77
Exame de imuno-histoquimica anti-FEeLV ..........ccccccvviiiiiiiiiiiiecceee e, 78
Catalogacado dos dados e analise estatistiCa ...........cceeevvevvviiiiiiiieeeeeeennns 78
RESULTADOS ... 79
DISCUSSAQ ..ottt ettt 89
CONCLUSAD ....ooviiiiieieiee ettt 93
CONSIDERAQ@ES FINAILS . e 95
REFERENCIAS ....cooiitiiiieisiete ettt sttt 97



25

1 INTRODUCAO

Como consequéncia do aumento no numero de gatos nos lares brasileiros,
mais de 21 milhdées atualmente, a procura pelo auxilio médico veterinario expandiu-
se largamente nos ultimos anos (ABINPET, 2015), favorecendo o diagnostico de
inUmeras doencas e agentes que antes eram pouco explorados ou sub
diagnosticadas, dentre elas o virus da Leucemia Felina (FelLV), um retrovirus
comprovadamente associado ao desenvolvimento de linfomas e leucemias
(HARTMANN, 2012a; SELLON; HARTMANN, 2012). Os tumores hematopoiéticos
sdo diagnosticos frequentes em animais domésticos, sendo os de origem linfoide os
mais comuns, especialmente para a espécie felina (VAIL; KAREN, 2006; VALLI,
2007).

A infeccdo progressiva pelo FeLV em gatos jovens é associada ao surgimento
de linfomas timicos, multicéntricos e mediastinais, e leucemias linfoides e mieloides.
Ja o estagio regressivo da infec¢cdo, mais comum em gatos idosos, esta ligada ao
desenvolvimento de linfomas alimentares (HOOVER et al., 1976; CALLANAN et al.,
1996; HARTMANN, 2012).

Classificar os tumores de origem hematopoiética em gatos domésticos
permite determinar uma melhor correlacdo entre a apresentacdo clinica com a
localizacdo macroscopica e a classificacdo histolégica, com alta relevancia para o
melhor entendimento da patogénese desta neoplasia (VEZZALI et al., 2010). Além
disso, a diferenciagdo entre os tumores favorece avaliagdes mais acuradas do
prognéstico e dos desafios quanto a eficiéncia e qualidade do tratamento
qguimioterapico (VAIL et al., 1998).

A imuno-histoquimica (IHQ) anti-FeLV € um método de diagndstico eficiente
para correlacionar o quadro tumoral ao agente etiologico, servindo para a deteccéo
dos antigenos virais em células infectadas (REINACHER, 1989; JACKSON et al.,
1993; MULLER et al., 2009; SUNTZ et al., 2010). Entre as décadas de 80 e 90,
avaliagcdes imuno-histoquimicas de tecidos neoplasicos linfoides determinaram a
associacdo do FeLV com cerca de 70% dos casos (HARDY, 1981; JACKSON et al.,
1993; STUTZER et al., 2011). Ja pesquisas mais atuais mostram intensa reducgéo
nesse numero, sugerindo que outros oncogenes e a carcinogénese epigenética
tomam a frente como importante causa da tumorigénese dos gatos, ndo sendo o

FeLV o maior causador de tumores em gatos (STUTZER et al., 2011).
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N&o obstante, todas essas informacdes remetem a paises desenvolvidos,
principalmente da Europa e América do Norte, onde essas infec¢des ja possuem
planos de controle consolidados e eficientes, que consistem principalmente em
medidas profilaticas, castracao e vacinacdo (ROJKO et al., 1989; VAIL et al., 1998;
POHLMAN et al., 2009).

No Brasil, pouco trabalhos demonstram a relacdo da infeccéo por FeLV, com
o surgimento das neoplasias de origem hematopoiética, bem como sdo escassos 0s
estudos que utilizam a IHQ como métodos de deteccdo de antigenos virais nos
tecidos neoplasicos, tampouco fazendo correlagdo com as inUmeras apresentacoes
macro e microscopicas. Investigar a relacao entre as neoplasias hematopoiéticas e
a infeccdo por FelLV tende a instigar a implantacdo de medidas de controle e
prevencdo que favorecam o aprimoramento da qualidade de vida dos gatos
domésticos, assim como ja ocorre em paises desenvolvidos.

Este trabalho objetiva efetuar a caracterizacdo anatomopatolégica dos
linfomas e leucemias em gatos domésticos enviados ao Laboratério de Patologia
Animal (LAPA) do CAV/UDESC - Lages, e avaliar a correlacdo destas neoplasias
com a infeccao por FelLV, através de estudo retrospectivo e prospectivo do periodo
de 1995 a 2017.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Efetuar a caracterizacdo anatomopatologica dos linfomas e das leucemias em
gatos domésticos enviados ao Laboratério de Patologia Animal (LAPA) do
CAV/UDESC, Lages e avaliar a correlacdo dos achados macro e microscopicos com
a infeccdo por FelLV, através de estudo retrospectivo e prospectivo do periodo de
1995 a 2017.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Descrever a topografia dos linfomas em gatos domésticos de acordo com a

localizacéo;

b. Realizar a caracterizacdo histolégica dos linfomas de acordo com o grau
(alto, intermediario e baixo) e morfologia celular (imunobléstico, linfoblastico, misto,
clivado, ndo-clivado, células pequenas e células grandes);

c. Classificar as leucemias de acordo com o tipo de precursor celular

envolvido (mieloide ou linfoide) e curso de evolucdo (agudo ou crénico);

d. Determinar as principais alteragbes macroscopicas associadas ao

desenvolvimento dos linfomas e das leucemias em gatos domésticos;

e. Deteccdo do virus da FelLV através da imuno-histoquimica nos gatos com
linfoma e leucemia, correlacionando a infec¢ao viral com o desenvolvimento tumoral,

topografia dos tumores, género e idade dos animais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O grupo das neoplasias de origem hematopoiética é composto por
diversificados tumores com origem em precursores mieloides (eritrociticos,
granulociticos, megacariociticos ou trombociticos e monociticos) e dos linfécitos T, B
e Natural Killer (NK). Na maioria dos casos, a morfologia da célula neoplasica se
assemelha fenotipicamente as células em estado de diferenciacdo e maturacao
tipicas (MORRIS; DOBSON, 2008; KUMAR et al., 2010). Compfe esse grupo 0s
linfomas e leucemias, que se diferem primordialmente pelo local de origem (LIEBER,
2016). Os linfomas e as leucemias sdo 0s tumores mais comuns em gatos
domésticos, a incidéncia chega a ser 60 a 90% maior do que nas outras espécies
animais (GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998). Décadas atras o desenvolvimento dos
tumores hematopoiéticos nos gatos possuia intima associacdo com a infeccdo por
FelLV, entretanto, com o passar dos anos e com a implementacdo de medidas de
controle da infeccdo nos paises desenvolvidos, essas neoplasias tenderam a ser
uma enfermidade da senescéncia, sendo a associacdo com o FelLV atribuida
comumente aos gatos mais jovens (GABOR; CANFIELD; MALIK, 1999; VAIL;
KAREN, 2006; ARGYLE; PECCEU, 2016).

3.1 LINFOMAS

Quando as células neoplasicas se originam e proliferam em formacdes
nodulares em linfonodos, baco, timo e demais 6rgaos linfoides periféricos, passam a
constituir o linfoma. Porém, quando as células neoplasicas primordiais se proliferam
na medula Ossea e tornam-se circulantes na corrente sanguinea, sem
necessariamente formar uma estrutura solida ou nodular, denomina-se leucemia
linfoide (HARVEY, 2012). Ou seja, a principal distingdo entre o linfoma e a leucemia
é a formacéo de massas ou nédulos de células neoplasicas e a presenca de células
neoplasicas em grande quantidade na circulagéo sanguinea (VALLI, 2007).

Essa alteracdo maligna no desenvolvimento celular, independente do foco
primario, acarreta em inumeras alteracdes das func¢des imunoldgicas do organismo,
decorrendo em imunocomprometimento persistente e infeccdes bacterianas,
fungicas, virais ou protozoaricas oportunistas (MORTON et al., 2007). Nao séo raros

os linffomas que apresentam uma manifestacdo leucémica, ou seja, células
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neoplasicas circulantes na corrente sanguinea, e nao obstante, € passivel a
evolucdo desse quadro para uma leucemia verdadeira no caso dos linfomas
refratarios a quimioterapia (KUMAR et al., 2010).

O linfoma é o tumor do sistema hematopoiético mais comum nos animais de
companhia, abrangendo cerca de 50 a 90% das neoplasias desta origem em gatos
domeésticos (MORRIS; DOBSON, 2008). Ha duas principais diferenciacbes de
linffoma, principalmente relacionados a sua caracteristica morfolégica e
comportamento biologico: o Hodgkin, onde o componente neoplasico primordial, a
célula de Reed-Sternberg, € menos numeroso do que o componente inflamatorio
maduro tipico (MENENDEZ, 2004), e o ndo-Hodgkin, com células neoplasicas de
maior grau de malignidade e pior prognéstico (ROBB-SMITH, 1982).

A associacédo dos linfomas com o FeLV em gatos comecgou a ser efetivamente
discutida entre os anos de 1960 a 1980, onde relacionaram-se 60 a 70% dos casos
desta neoplasia a presenca de antigenos virais no organismo dos pacientes
(FRANCIS; COTTER; HARDY, 1979; HARDY, 1981).

Nos gatos domeésticos, os linfomas timicos, mediastinais e multicéntricos sé&o
originados comumente de linfécitos T, e em sua maioria estdo geneticamente
associados ao FelLV apods a agregacao do provirus oncogénico no genoma dos
linfocitos (HARTMANN, 2012a). Em contrapartida, os linfomas de origem alimentar
tém origem predominante em linfécitos B, ndo sendo totalmente excluida a
associacdo com o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) (CALLANAN et al., 1996),
concomitante ou ndo a alteracdo genética do precursor linfoide provocada pela
interacdo gendmica do FeLV (POHLMAN et al., 2009; NELSON; COUTO, 2010).

Estudos pregressos descrevem que o desenvolvimento do linfoma alimentar
com a infeccdo pelo FelLV alcanca aproximadamente 30% a 60% (determinados
pela presenca do provirus no genoma do linfécito neoplasico) e de
aproximadamente 50% para FIV (GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998; VAIL et al.,
1998; MORRIS; DOBSON, 2008). Em um estudo utilizando a imuno-histoquimica
(IHQ) para diferenciar o genodtipo dos linfomas em gatos constatou-se que 54%
(38/70) eram positivos para FeLV, sendo que 67% (47/70) originavam de linfocitos T
e 27% (19/70) de linfécitos B, além de 5,71% (4/70) que ndo demonstraram
marcacao (JACKSON et al., 1996).

Acredita-se que a partir da década de 70, houve uma reducéo da incidéncia

de tumores linfoides relacionados ao FelV, principalmente em paises
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desenvolvidos, fato diretamente atrelado a introducdo de medidas profilaticas ja na
década seguinte (JACKSON et al., 1996).

3.1.1 Classificacdo anatomopatolégica dos linfomas

Na rotina veterinéria o linfoma é costumeiramente classificado de acordo com
sua topografia em multicéntrico, mediastinal, alimentar, cutaneo e extranodal, pouco
se atentando as caracteristicas fenotipicas e genotipicas (GABOR; MALIK;
CANFIELD, 1998; LOUWERENS et al., 2005; VEZZALI et al., 2010; VALLI, V. E;
BIENZLE, D.; MEUTEN, D. J., 2017). A literatura médica classica apresenta uma
diferenciacdo vasta e de alta especificidade quanto ao comportamento clinico,
localizac&o anatbmica, fenotipo, gendétipo e histopatologia, atuando como importante
ferramenta na determinacdo do prognostico (S.L.R. MARTINS, 2000; LINET et al.,
2007; MORTON et al., 2007).

Em 1966, surgiu a primeira classificagdo histopatoldgica de linfomas,
instituida por Rappaport, consistindo na avaliacdo do padrdo de crescimento
(nodular ou difuso) e no aspecto morfolégico em comparacgéo as células normais dos
orgdos linfoides. Essa classificacdo foi amplamente utilizada ao longo dos anos em
decorréncia da sua simplicidade e a utilidade clinica, mas com os avangos nos
ensaios clinicos e aprimoramento das técnicas diagnésticas, tornou-se
cientificamente defasada.

Dentre o0s principais protocolos para diferenciagdo histoldgica estdo as
classificagOes para linfomas ndo-Hodgkin, de Rappaport (1966), de acordo com grau
de malignidade de Kiel e as diretrizes do Working Formulation instituidas pelo
National Cancer Institute, NCIWF (ROBB-SMITH, 1982; GABOR et al.,, 2001;
MORRIS; DOBSON, 2008; CASALS et al., 2011).

3.1.1.1 Classificagao de Rappaport, Classificacao de Kiel, R.E.A.L. e W.H.O.

A classificacdo de Rappaport surgiu atraves de estudos realizados durante a
segunda guerra mundial por Henry Rappaport, que posteriormente elaborou critérios
para diferenciagcdo dos linfomas de acordo com a sua distribuicdo no organismo

(VALLI, 2007). Na oncologia humana, seu uso ainda é frequente e sua adaptagao
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para a medicina veterinaria tem grande apreco. Apesar de antiga e contradita por
inimeros pesquisadores, a classificacdo de Rappaport ainda possui grande valor
prognostico e recebeu vérias atualizagcbes e aprimoramentos no decorrer dos anos
para melhorar sua eficacia (HERNANDEZ; KRUEGER; GLATSTEIN, 1997; VEZZALI
et al., 2010).

O principal critério de classificacdo segundo Rappaport, € a diferenciacdo de
arquitetura tumoral em “difuso” e “nodular” e subsequente avaliagcdo qualitativa da
célula neoplasica, denominando os tumores como ‘“linfocitico bem diferenciado”,
quando repletos por células maduras altamente distintas; “linfocitico pouco
diferenciado”, composto por células maduras pobremente diferenciadas; “linfocitico e
histiocitico misto”, quando compreende os linfonodos e do sistema monocitico-
fagocitario; “histiocitico”, envolvendo unicamente o sitio monocitico-fagocitario;
“linfoblastico”, com células imaturas e de alto grau de malignidade; e “indiferenciado”
(RAPPAPORT, 1988; VALLI et al., 2000; VALLI, 2007).

Diferente da classificacdo estipulada por Rappaport, Karl Lennert (1974)
optou por diferenciar os linfomas de acordo com o grau de malignidade histolégica,
considerando-os de “alto” ou “baixo” grau, além disso, introduziu o termo
“centroblastico” para os tumores foliculares de células grandes para substituir o
termo ‘“linfocitico e histiocitico misto” determinado pela pragmatica de Rappaport,
instituindo assim a Classificacdo de Kiel. Também adiciona o termo “plasmocitoide”
para os linfomas com diferenciacéo intermediaria (VALLI, 2007).

Uma das classificacdes mais complexas para diferenciacdo de linfomas foi a
desenvolvida pelo International Lymphoma Study Group em 1994, e recebeu a
denominagéo de R.E.A.L. (Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasms) (HARRIS et al., 1994, 2000). Esse sistema adota uma nova abordagem
para diferenciar as células, avaliando em conjunto morfologia, imunofenotipo,
caracteristicas genéticas, moleculares e clinicas para definir a enfermidade como um
todo, excluindo os tipos histiociticos e extinguindo a graduacdo proposta por outros
autores, acreditando que a mesma possa se apresentar transitoria em qualquer tipo
de linfoma (HARRIS et al., 2000; VALLI, 2007; JAFFE et al., 2008).

A classificacdo mais atual e completa foi instituida pela World Health
Organization em 1999 e € revisada periodicamente. Consiste numa avaliacédo
criteriosa morfologica e imuno-histoquimica que leva em consideracéo critérios ja

estipulados pelo método R.E.A.L. em conjunto com novas investigagdes de genética
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molecular e comportamento clinico, 0 que torna essa classificacdo € a mais segura
para elaboracdo de progndsticos clinicos (HARRIS et al., 1999, 2000; SWERDLOW
et al., 2016).

3.1.1.2 National Cancer Institute Working Formulation para Linfomas

Semelhante a classificacdo de Kiel, a Working Formulation instituida pelo
National Cancer Institute, NCIWF, de 1982, diferencia as neoplasias de acordo com
0 grau de malignidade, em “baixo”, “intermediario” e “alto” grau, e néo diferencia
imunolégicamente os linfécitos T e B primordialmente, sendo esta diferenciacéo
realizada somente apds a instituicdo da IHQ, onde diversas subdivisbes de
importancia pouco aplicada a medicina veterinaria até o momento, foram
implementadas (ROBB-SMITH, 1982; HARRIS et al.,, 1999; VALLI et al., 2000;
MORTON et al., 2007; VALLI, 2007; POHLMAN et al., 2009).

O Working Formulation foi elaborado em resposta a dificuldade de
especialistas em adotar uma pragmatica para diferenciacdo dos tumores linfoides, e
nao consistia em uma nova formulacéo para a classificacdo dos linfomas, mas num
sistema de tabulacdo que permite garantir que os diagnésticos tenham um padrao
uniforme de nomenclatura de acordo com as caracteristicas morfoldgicas especificas
de cada tipo tumoral (ROBB-SMITH, 1982; VALLI et al., 2000).

3.1.2 Aspectos clinicos do linfoma

Os sinais clinicos intrinsecos ao quadro de linfoma estdo diretamente
relacionados ao local de origem da neoplasia, a extensdo do mesmo e o tipo celular.
O curso das lesdes tem grande importancia para a suposi¢cdo do tipo celular,
podendo auxiliar na elaboracdo do progndstico e tratamento (VAIL; KAREN, 2006;
BARRS; BEATTY, 2012).

Animais com linfoma multicéntrico desenvolvem linfadenomegalia sistémica,
acompanhada normalmente por hepatoesplenomegalia. A apresentagdo clinica é
muito variavel, podendo ser representada por sinais de qualquer sistema do
organismo. Este fato esta atrelado a capacidade de as células neoplasicas infiltrar-
se em multiplos 6rgdos (GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998; VAIL; KAREN, 2006).
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Normalmente esse tipo de linfoma possui alto grau de malignidade o que |he atribui
piores prognésticos (CHINO et al., 2013; SATO et al., 2014).

Angustia respiratéria e efusdes pleurais sdo frequentes em linfomas
mediastinais, ndo obstante quadros de tosse, edema facial e regurgitacdo também
sdo observados. A palpacao gentil do torax normalmente permite a identificacdo da
massa e o diagndstico por imagem, nestes casos, é bastante eficiente (HAWKINS,
2010).

Linfomas alimentares normalmente cursam com linfadenomegalia
mesentérica palpavel durante exame externo (VAIL; KAREN, 2006). Também se
relata perda de peso progressiva, vomito, diarreia e anorexia parcial ou completa.
Alguns gatos podem manter o apetite normal e até mesmo desenvolver polifagia.
Polidipsia e letargia podem ser relatadas, entretanto costumam ser sinais pouco
comuns e de alta cronicidade (BARRS; BEATTY, 2012). O linfoma alimentar
linfoblastico esta associado com quadros agudos, incidindo em um prognéstico pior
e numa sobrevida que varia de 6 a 7 meses. A perda de peso tende a ser mais
acentuada e o desenvolvimento concomitante de doencas como lipidose hepatica e
pancreatite € mais comum em linfomas linfoblasticos do que em linfomas linfociticos
(GIEGER, 2011).

A infiltracdo neoplasica no parénquima renal tem por caracteristica o
desenvolvimento de sinais que sugerem ao clinico uma insuficiéncia renal aguda
(IRA), quando ndo uma doenca renal crénica (DRC) (MUNIZ; ANDRADE; VOIGT,
2017). Desta forma, a apresentacao clinica mimetiza uma injuria renal que pode ter
provido de qualquer origem, levando a quadros de anorexia, halitose, Ulceras
glossais e gengivais, hipotermia, desidratacdo, palidez de mucosas e distarbios
eletroliticos. A avaliagdo por diagnésticos de imagem € primordial nestes casos,
principalmente quando houver suspeita de alteracdo do tamanho dos rins mediante
palpacdo abdominal (BOUND; PRIESTNALL; CARIOU, 2011; VOCCIA, 2016;
MUNIZ; ANDRADE; VOIGT, 2017).

O linfoma cutaneo ou epiteliotropico é pouco comum em gatos se comparado
as outras espécies (ROCCABIANCA et al.,, 2016). As lesbes de pele podem
aparecer de forma isolada, entretanto, € mais comum a distribuigédo difusa. Diferente
do que se espera, 0s nbédulos ndo sdo predominantes, mas sim a formacao de
placas eritematosas, seborreicas, alopecias e ocasionalmente ulceradas. A

hipopigmentagdo nasal também é descrita frequentemente. O progndstico € muito
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variavel e individuo-especifico (FONTAINE; HEIMANN; DAY, 2011; ROCCABIANCA
et al., 2016).

Quadros neurologicos estdo associados normalmente a infiltracdes
neoplasicas em vasos sanguineos das meninges ou nos vasos mais profundos do
neurdpilo e os sinais clinicos correlacionam-se com o local onde o tumor ira se
infiltrar. Os principais sinais sdo as alteracbes de nervos cranianos, crises de
epilepsia, alteragbes comportamentais, hipo e/ou hiperreflexia, inabilidades
motriciais, entre outras (FONDEVILA; VILAFRANCA; PUMAROLA, 1998; VALLI,
2007; SANT'ANA et al., 2010).

3.2 LEUCEMIAS

As leucemias mieloides e linfoides sé@o proliferacées neoplasicas de células
hematopoiéticas relativamente incomuns em animais domésticos, e podem envolver
ou ndo a circulagdo sanguinea periférica (HENRY, 1999; ADAM et al., 2009). E
comum a infiltracdo destas células neoplasicas, as quais denominam-se leucémicas,
em outros 6rgdos como figado, baco e linfonodos (KUMAR et al., 2010).

As alteracBes oncogénicas que dao origem ao clone leucémico independe do
estagio de maturacdo do precursor mieloide ou linfoide, em qualquer fase
hematopoiética (SILVA et al., 2006). A célula tronco da medula déssea possui
extrema plasticidade, sendo capaz de diferenciar-se em inUmeras outras células. Em
seu ciclo normal no interior da medula sofrem alteracfes fenotipicas para tornar-se
células mieloides indiferenciadas, que, por sua vez, dardo origem as unidades
formadoras de colénias de mondcitos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos,
megacariocitos e eritrécitos, e células linfoides indistintas, que irdo se diferenciar em
linfoblastos, T ou B, e células dendriticas (HARVEY, 2012). O conhecimento do ciclo
hematopoiético permite classificar a leucemia

em 1976 pela French-American-British Co-operative group (FAB), que teve
inUmeras complementacbes em anos subsequentes, adicionando critérios
imunoldgicos no auxilio diagnostico, conquanto a caracterizagdo morfoldgica se
manteve a mesma (BENNETT et al, 1976, 1991). De forma direta, essa
classificacdo utiliza em linfoide e mieloide, e a maturacdo apresentada pelas
componentes celulares neoplasicos € determinante na diferenciacdo do quadro

agudo e crénico na maior parte dos casos (SILVA et al., 2006).
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3.2.1 Leucemias linfoides e mieloides agudas

As leucemias agudas compreendem a proliferacdo de células blasticas
intensamente imaturas e atipicas na medula 0ssea, e sdo caracterizadas por um
comportamento biolégico agressivo e de rapida evolucdo. Além de interferir de
maneira abrupta na hematopoese, infiltra-se em oOrgaos periféricos como baco,
figado e linfonodos (MORRIS; DOBSON, 2008). A linhagem de células envolvidas
pode ser mieloide (eritrocitica, granulocitica, megacariocitica e monocitica) ou
linfoide (VAIL; KAREN, 2006).

As leucemias linfoides agudas (LLA) possuem comportamento semelhante ao
dos linfomas, porém mesmo nao se restringindo a medula e infiltrando em mdultiplos
orgaos, ndo formam massas neste processo. Morfologicamente a classificacdo das
LLA costuma seguir o padrdo estabelecido critérios de morfologia dos linfécitos para
determinar a intensidade da malignidade das células e do processo neoplasico
(BENNETT et al., 1976; FARIAS; CASTRO, 2004).

As leucemias mieloides agudas (LMA) sao muito diversificadas, e
compreendendo quatro grandes grupos de células progenitoras: granulociticas,
monociticas, eritrociticas e megacariociticas (VALLI, 2007). O grupo de estudos de
leucemia em animais (Animal Leukemia Study Group - ALG) formado em 1985,
inspirado pelas acdes da American Society for Veterinary Clinical Pathology —
ASVCP, estabeleceu um padrao no diagnostico de LMA, que serve como base até
os dias atuais para o diagndéstico morfolégico, originando o Proposed Criteria for
Classification of Acute Myeloid Leukemia in Dogs and Cats, que classifica as
leucemias de acordo com o tipo de precursor envolvido (VALLI, 2007; MORRIS;
DOBSON, 2008; HARVEY, 2012). Nas LMA inumeros quadros podem ocorrer,
desde trombose até hemorragias por disfuncdo plaquetaria. Ha quadros onde as
células neoplasicas sédo restritas a medula 6ssea, recebendo o nome de leucemias
aleucémicas (MORRIS; DOBSON, 2008). Normalmente ha mielodisfungcdo grave,
guadros de anemia, leucopenia e trombocitopenia, com alteracbes intensas de
imunidade do animal aumentando a susceptibilidade a infec¢cdes secundarias (VAIL;
KAREN, 2006; MORRIS; DOBSON, 2008; HIDDEMANN, 2016).
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3.2.3 Leucemias linfoides e mieloides crbnicas

Quando 30% ou mais das células nucleadas da medula 6ssea, com excecéo
das células reticulares de sustentacdo, forem megacarioblastos e/ou eritroblastos
e/ou granuloblastos em estagio de maturacdo moderado a avancado, determina-se
morfologicamente um quadro de leucemia mieloide cronica (LMC), diferente da
leucemia linfoide crénica (LLC) que demonstra uma medula 6ssea sendo ocupada
por cerca de 15 a 20% de linfocitos maduros ou atipicos, facilmente confundido com
um linfoma linfocitico infiltrativo (BENNETT et al., 1976, 1991; KUMAR et al., 2010;
CAMPBELL; HESS; WILLIAMS, 2013).

Na LLC, a infiltragdo medular é normalmente menos agressiva que na LLA,
sdo observados foliculos linfoides reativos cujos linfécitos mantém seu aspecto
normal na maioria dos casos (HARVEY, 2012; CAMPBELL; HESS; WILLIAMS,
2013). Na LMC, além de alguma linhagem precursora apresentar-se displasica, ha
hiperplasia de células da série granulocitica, havendo ou ndo hipoplasia eritroide ou
megacariocitica. Apesar da hiperplasia granulocitica, os mieloblastos né&o
ultrapassam 20% do total de células nucleadas na medula éssea. Mielofibrose
normalmente estd presente e pode ser acentuada. A LMC é considerada rara em
animais, ocorrendo infrequentemente em cdes (HARVEY, 2012; STACY; HARVEY,
2017).

3.2.4 Aspectos clinicos das leucemias agudas

O grande paradoxo do diagnédstico clinico das leucemias esta atrelado
principalmente a vaga especificidade dos sinais clinicos e fisicos associados a
enfermidade. Classicamente, a ocorréncia de letargia, anorexia e febre persistentes
com curso agudo sdo as queixas mais frequentes aos veterinarios na leucemia
aguda, indiferente da origem ser linfoide ou mieloide (COUTO, 2010). A palidez de
mucosa, um indicativo importante de anemia grave, é muito frequente nas leucemias
agudas e esta constantemente associada a hepatoesplenomegalia reativa por
hematopoese extramedular (VAIL; KAREN, 2006).

Quadros de febre, dores d&sseas, hemorragias articulares e alteracdes
hemorragicas e hemodinamicas no globo ocular tem maior associacdo com LMA, em

contrapartida a infiltragcdo em sistema nervoso central (SNC) é mais comum em
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guadros de LLA (MORRIS; DOBSON, 2008). Em casos de leucemias eritroblastica e
trombocitoblasticas, podem haver petéquias e sufusdes na pele e nas mucosas
(MORRIS; DOBSON, 2008; SHIRANI et al., 2013).

3.2.5 Aspectos clinicos das leucemias croénicas

Nas leucemias crbnicas 0s sinais seguem 0s mesmos principios dos quadros
de leucemia aguda, ou seja, sao vagos e pouco esclarecedores, entretanto diferente
dos processos agudos, sdo mais frequentes em gatos (COUTO, 2010). A LLC cursa
em conjunto com quadros de perda de peso progressivo, letargia, anorexia e sinais
do trato gastrointestinal (vdmitos e diarreia intermitentes), que perdura por longos
periodos, dispensa a apresentacdo de anemia intensa, podendo normalmente ser
somente discreta, e ndo h& obrigatoriedade da hepatoesplenomegalia (VAIL;
KAREN, 2006; MORRIS; DOBSON, 2008; COUTO, 2010).

3.3 VIRUS DA LEUCEMIA FELINA (FeLV)

O virus da FelLV possui distribuicdo global, € um RNA-virus de fita simples,
envelopado, da familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae (HARTMANN, 2012a;
SELLON; HARTMANN, 2012), que apresenta como principal caracteristica a
insercao do RNA viral no genoma do hospedeiro. Sua primeira descricdo ocorreu em
1964, quando particulas virais foram encontradas ligadas a membrana de
linfoblastos atipicos de um gato com linfoma (JARRET et al., 1964).

Esse virus infecta principalmente gatos domésticos, porém apesar da
necessidade de estudos mais apurados, existem evidéncias de que gatos selvagens
também sdo susceptiveis a infeccdo (CALDAS et al, 2000; MAGDEN;
QUACKENBUSH; MAJOR et al., 2010; VANDEWOUDE, 2011; HARTMANN, 2012;).
A transmisséo entre os gatos domeésticos ocorre principalmente de forma horizontal
através do acesso a ambientes externos, contato prolongado com portadores do
virus, uso compartilhado de bebedouros e comedouros, e agressdes fisicas entre
os animais (NELSON; COUTO, 2010; WILLETT; HOSIE, 2013).
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3.3.1 Subgrupos virais do FeLV

O FeLV é classificado atualmente em quatro subgrupos, A, B, C e T, todos
imunologicamente relacionados (FIGUEIREDO; ARAUJO JUNIOR, 2011). O
subgrupo A é o Unico transmitido de forma horizontal, infectando linfécitos T CD4+, T
CD8+ e LB no sangue, nos linfonodos e na medula 6ssea, causando um quadro
grave de imunocomprometimento. Os demais subgrupos, B e C, podem evoluir a
partir do subgrupo A por meio de recombinagcéo génica com um outro gene retroviral
obtido por transmisséao vertical (HARDY et al., 1976; JARRETT; RUSSELL, 1978). O
subgrupo T, apesar de considerado de menor importancia, é altamente citolitico em
linfécitos T, provocando quadros de intenso imunocomprometimento (HARTMANN,
2012a; SYKES; HARTMANN, 2014).

Ha intima relacdo do subgrupo B com a ocorréncia de linfomas timicos e
desordens mieloproliferativas. Ja o subgrupo C, menos comum, esta associado ao
uso de um transportador heme denominado Feline leukemia virus subgroup C
receptor-related protein 1 (FLVCR-1) expresso em grandes quantidades em érgaos
hematopoiéticos, que atua como complicador na manutencdo da defesa toxica do
grupo heme e consequente alteracdo na formacdo das unidades formadoras de
colonias eritroides, levando a manifestacdo de hipoplasia eritroide severa e
consequente anemia arregenerativa, que podem levar o animal a morte em até dois
meses (SHALEV et al., 2009).

Ocorre uma dependéncia dos subgrupos B e C pelo A, ja que este é
responsavel pela evasao imune, promocao da replicacao viral e resgate dos virions
defeituosos de B e C para replicacdo (VAIL; KAREN, 2006; MORRIS; DOBSON,
2008). O FelLV tipo C esta relacionado a anemia arregenerativa por alteracéo
mielodisplasica (HARTMANN, 2012a). O subgrupo T recebe essa denominacao
devido ao intenso tropismo por linfocitos T e forma-se a partir de uma mutacdo no
gene env do FelLV tipo A (LUTZ et al., 2009).

3.3.2 Caracteristicas biologicas e implicagdes clinicas do FeLV

A replicagdo do FelLV ocorre primeiramente no tecido linfoide e nos
macrofagos da orofaringe, sem necessariamente a expressdo de sinais clinicos
(ROJKO et al.,, 1979). A Transcriptase reversa (RT) transcreve o0 RNA em DNA
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proviral que se integra ao genoma das células. O provirus transcrito possui
multiplas e longas sequéncias repetidas (LTR) nas extremidades 3’ e 5,
controlando a expressividade dos genes virais. Como as infec¢cdes por retrovirus
raramente provocam a morte celular, quando inserido no DNA, o virus se
perpetua nas proximas geracoes das células infectadas (HARTMANN, 2012a).

O FeLV pode apresentar tipos de infeccdo diferentes: progressiva, regressiva,
abortiva e focal (HOFMANN-LEHMANN et al.,, 2008). Quando a imunidade
especifica contra o virus € insuficiente e sua replicacdo nao € contida no inicio da
infeccao, ira se replicar no tecido linfoide e seguir para a medula 6ssea, epitélios de
mucosas e glandulas, caracterizando uma infeccdo progressiva (ROJKO et al., 1979;
LEVY et al., 2008). Em contrapartida, se houver uma resposta imune eficaz que
consiga antagonizar a infeccdo antes ou logo no inicio da chegada a medula éssea,
o animal desenvolve uma infeccdo regressiva (HOOVER et al.,, 1976). Apesar de
adquirir imunidade contra o virus, situacfes de estresse imunolégico que levem a
um novo quadro de imunocomprometimento, podem ocasionar reativacdo do
provirus latente. A chance de reativacao viral € inversamente proporcional ao tempo
apOs o primeiro contato com o agente, quanto mais tardia a tentativa de reativagao,
mais chances de insucesso irdo existir, devido a erros na decodificacdo genética
viral (LEVY et al., 2008; MAJOR et al., 2010).

Gatos infectados de forma persistente permanecem em condicao de viremia e
sempre serdo fontes de infeccdo, e € comum apresentarem testes positivos para
deteccdo de antigenos especificos. O quadro de infeccédo persistente € mais comum
em gatos jovens imunocomprometidos; nesses casos a sobrevida média é de 3,5
anos (LEVY et al., 2008; SYKES; HARTMANN, 2014).

As formas abortiva e focal da infeccéo estdo associadas a exposi¢des sutis ao
virus e, nestes casos, o desenvolvimento de viremia € incomum. Essas duas formas
de infeccdo raramente ocorrem de forma natural, sendo mais frequente em
inoculacao experimental. Na forma abortiva ha producao de anticorpos contra FeLV
e na forma focal evidenciam-se resquicios do DNA viral somente em alguns tecidos
(MAJOR et al., 2010; SYKES; HARTMANN, 2014).

O quadro clinico classico de um animal infectado por FeLV se manifesta por
imunocomprometimento, anemia arregenerativa e o desenvolvimento de linfomas e
leucemias (LUTZ et al.,, 2009). O FeLV possui grande capacidade de ativar e

transcrever genes celulares adjacentes, fato que esta relacionado a regido U3 do
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Long Terminal Repeat (LTR) no RNA viral. Atrofia de timo, linfopenia, neutropenia,
alteracdo da funcéo dos neutrdfilos e perda dos linfécitos T CD4* e T CD8* também
estdo associadas a infeccdo pelo FeLV e, devido a essas alteracdes, todos os gatos
infectados e com viremia persistente apresentam um grau elevado de
imunocomprometimento, que pode favorecer o aparecimento de enfermidades
causadas por infecgcdes oportunistas, tais como micoplasmose, toxoplasmose e
criptococose (LUTZ et al., 2009).

3.3.3 Interacdo oncogénica

A insercdo do material genético viral no genoma hospedeiro em regides
proximas a oncogenes celulares levam a mutacdes genéticas somaticas que
propiciam a clonagem de células anébmalas onde ha integracdo do genoma viral,
assim propiciando a formacdo das neoplasias (GHOSH; FALLER, 1999; FUJINO;
OHNO; TSUJIMOTO, 2008). Os sitios de integracdo comumente envolvidos no
processo de ativacado oncogénica para formacgéo tumoral sdo c-myec, flvi-1, flv-2, fit-1,
pim-1 e flit-1 (FUJINO; OHNO; TSUJIMOTO, 2008). A infeccdo pelo virus esta
associada principalmente ao desenvolvimento de linfomas e leucemias, apesar disso
particulas virais ja foram identificadas através de avaliacdo IHQ anti-FeLV em
fibrossarcomas, meningiomas, osteossarcomas e carcinomas de células escamosas
em animais infectados (REINACHER, 1989). Os quadros leucémicos relacionados
ao virus podem envolver tanto a linhagem mieloide, quanto a linhagem linfoide, e o
inicio € agudo na maioria dos casos, porém a literatura aponta que quadros de LLC
sé&o mais comuns em animais FeLV positivos (WORKMAN; VERNAU, 2003).

3.4 METODOS DE DIAGNOSTICO DO FelLV

O exame de IHQ detecta antigenos virais intracelulares em células infectadas
por FeLV, permitindo identificar se as alteragbes anatomopatologicas observadas
estdo relacionadas a infecgcédo, sendo considerado um dos melhores métodos de
diagnostico post mortem em tecidos fixados em formol (REINACHER, 1989;
JACKSON et al., 1993; SUNTZ et al.,, 2010). As principais células infectadas por
FelLV sdo as mielomonociticas da medula dssea, linfocitos T e macrofagos (ROJKO

& OLSEN, 1984). A avaliagdo por IHQ da medula 6ssea e do baco é considerada
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suficiente para detectar a infeccdo persistente pelo virus em mais de 99,9% dos
gatos infectados (REINACHER, 1989). Em um estudo experimental com inoculacéo
de FeLV em 34 gatos higidos, em 50% desses (17/34) o antigeno viral foi detectado
uma semana antes na medula éssea, por meio de avaliagdo antigeno-especifico no
tecido, com relacéo a deteccdo no sangue (HOOVER et al., 1977).

A positividade para FeLV na IHQ pode ndo ser expressiva em casos que
estejam relacionados a infec¢do regressiva, visto que em paises desenvolvidos a
infeccdo por FeLV é controlada. Nesses casos h4 um grande niumero de gatos que
nao expressam antigenos virais na medula 6éssea, mas demonstram-se positivos na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (SUNTZ et al., 2010).

Jackson et al. (1993) realizaram um estudo comparando técnicas de ensaio
de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA), PCR e IHQ para o diagnéstico de FelLV. A
avaliacdo compreendeu 70 gatos portadores de linfoma; destes, 80% (56) foram
positivos no PCR, 57% (40) no PCR e IHQ; 27% (19) no ELISA, PCR e IHQ; 10% (7)
foram negativos no ELISA e IHQ, porém positivos no PCR e 1,4% (1) positivo
apenas na IHQ. Outro estudo com 77 gatos com linfoma ou leucemia, demonstrou
39 gatos positivos para FeLV simultaneamente por ELISA, PCR e IHQ, entretanto,
dos 77 dois foram positivos unicamente por IHQ. Esse fato demonstra que a IHQ é
um diferencial importante no diagndstico do antigeno viral mesmo quando outras
técnicas ndo séo capazes de determinar um diagndstico (STUTZER et al., 2011).

Um estudo realizado em 62 gatos com diagnostico de linfoma demonstrou
gue somente nove eram positivos para FeLV por sorologia (CHINO et al., 2013).
Outro estudo testou sete gatos com linfoma e somente um apresentou positividade
para FeLV na IHQ. Nesse estudo a maioria dos animais era idoso, concluindo-se
gue medidas profilaticas contra o FelLV diminuiu a incidéncia da neoplasia em
animais jovens, entretanto, ndo se descarta que a infeccdo latente ou defeitos de
replicacdo viral estejam associados a linfomas em animais mais velhos
(PATTERSON-KANE; KUGLER; FRANCIS, 2004). Em um estudo com 50 gatos
portadores de linfoma alimentar, testaram-se 16 para FelLV através de ELISA e
todos obtiveram resultado negativo (POHLMAN et al., 2009).

Todos esses trabalhos vao de acordo com a situacdo epidemiolégica atual
dos paises desenvolvidos, onde a vacinagao e os cuidados de criagcéo, limitaram a
exposicao dos gatos ao virus, reduzindo os casos de linfomas em animais jovens e

tornando mais comum o diagnostico de linfomas alimentares em gatos idosos.
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No Brasil ndo se observa na literatura estudos que demonstrem a real
importancia da infeccdo por FeLV no desenvolvimento de linfomas e leucemias em
gatos domésticos, tampouco correlacionando a deteccdo antigénica através da IHQ
com as caracteristicas histolégicas e topogréaficas do neoplasma. Desta forma é de
suma importancia investigar a associacdo desse retrovirus com a ocorréncia de
tumores hematopoiéticos no Brasil para favorecer o conhecimento técnico-cientifico
médico veterindrio e instigar a promocdo de medidas de controle e prevencédo que

favorecam a qualidade de vida dos gatos domésticos.
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4 CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA DE LINFOMAS EM GATOS
DOMESTICOS E A CORRELACAO COM O VIRUS DA LEUCEMIA FELINA (FELV)

ANATOMOPATHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF LYMPHOMAS IN
DOMESTIC CATS AND CORRELATION WITH FELINE LEUKEMIA VIRUS (FeLV)

RESUMO

Linfomas sdo neoplasias originadas do tecido linfoide primario ou secundario
comuns em gatos e pode ter associacdo com a infec¢do pelo virus da Leucemia
Felina (FeLV). At¢é o momento ndo existem estudos publicados no Brasil
correlacionando os tipos de linfomas ao FelLV. Esta pesquisa objetiva a
caracterizacdo anatomopatolégica dos linfomas e a associagdo com o0 FelV.
Realizou-se um estudo entre os anos de 1995 a 2017 avaliando 53 gatos com
linfoma no qual foi efetuado exame de necropsia, histopatolégico e imuno-
histoquimica (IHQ) anti-FeLV (gp70). Realizou-se analise descritiva e correlacéo
entre topografia, tipo histoldégico de tumor e infeccéo pelo FeLV. Quanto ao género,
50,94% (27/53) eram fémeas e 49,06% (26/53) machos, todos os filhotes possuiam
um ano (13,21%, 7/53), adultos (60,38%, 32/53) com média de 3,56 anos e idosos
(16,98%, 9/53) de 12,88 anos. Os linfomas multicéntricos eram 43,4% (23/53),
mediastinais 33,96% (18/53), renais 11,32% (6/53), hepaticos 5,66% (3/53),
linfonodais 3,77% (2/53) e alimentar 1,89% (1/53). Histologicamente predominaram
os linfomas de células pequenas nao clivadas (33,96%, 18/53), seguidos pelos
mistos difusos (22,64%, 12/53), imunoblasticos (15,11%, 8/53) e linfoblasticos
(11,32%, 6/53). Houve positividade para FeLV em 56,6% (30/53), distribuida
igualmente entre géneros e predominando em adultos. A associacdo dos linfomas
com o FeLV foi superior a encontrada em outros paises. Animais entre um e quatro

anos foram os que mais desenvolvem tumores mediastinais e multicéntricos.

Palavras-chave: medicina felina, linfécito, tumor, retrovirus
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ABSTRACT

Lymphomas are neoplasms originating from primary or secondary lymphoid tissue
very important for cats due to their association with Feline Leukemia virus (FeLV)
infection. So far there are no studies published in Brazil correlating the types of
lymphomas to FelLV infection. This research aims the anatomopathological
characterization of lymphomas and the association with FeLV. A study were carried
out between 1995 and 2017, evaluating 53 cats with lymphoma, performing
necropsy, histopathological examination and anti-FeLV immunohistochemistry (IHC)
anti-FeLV (gp70). Descriptive analysis and correlation between topography,
histological type of tumor and infection with FeLV were made. Females comprised
50,94% (27/53) cases and males 49,06% (26/53); all kitten had one-year-old
(13,21%, 7/53), adults (60,38%, 32/53) had a mean of 3,56 years and elderly
(16,98%, 9/53) 12,88 years. The topographic distribution showed 43,4% (23/53)
multicentric, 33,96% (18/53) mediastinal, 11,32% (6/53) renal, 5,66% (3/53) hepatic,
3,77% (2/53) lymphonodal and 1,89% (1/53) alimentary. The predominant
histological types of lymphoma were small non-cleaved cells (33,96%, 18/53), diffuse
mixed cells (22,64%, 12/53), immunoblastic (15,11%, 8/53) and lymphoblastic
(11,32%, 6/53). There was positivity for FeLV in 56,6% (30/53), equally distributed
between genders and predominating in adults. The association of lymphomas with
FelLV was superior to that found in other countries, animals between one and four-

years-age are the ones that most developed mediastinal and multicentric tumors.

Palavras-chave: feline medicine, lymphocyte, tumors, retrovirus

4.1 INTRODUCAO

Os linfomas sdo neoplasias de grande importancia para os gatos domésticos,
chegando a alcancar 50 a 90% de todas as neoplasias de origem hematopoiética
(COUTO, 2010; VALLI; BIENZLE; MEUTEN, 2017). Essas neoformacgbes séo
originarias do tecido linforeticular, normalmente associadas a tecidos linfoides
primarios ou secundarios, e costumam ser grandes desafios diagnésticos para
clinicos e patologistas (TWOMEY; ALLEMAN, 2005; VAIL; KAREN, 2006; VALLI;
BIENZLE; MEUTEN, 2017). Na maioria dos casos a morfologia das células
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neoplasicas possui caracteristicas fenotipicas muito semelhantes as células
maduras diferenciadas, tornando o diagndéstico genotipico (em linfocitos T ou B)
extremamente dificil por métodos convencionais (KUMAR et al., 2010).

Com tantas classificagOes distintas, o National Cancer Institute dos Estados
Unidos da América (EUA), elaboraram o Working Formulation (NCI-WF) como uma
nova pragmatica para a diferenciacdo dos linfomas, que néo consistia em uma nova
formulacdo, mas um sistema de tabulagcdo que permitiia a uniformizacdo da
nomenclatura de acordo com as caracteristicas morfologicas das células tumorais
(ROBB-SMITH, 1982; VALLI et al., 2000).

O linfoma é considerado um tumor espontdneo em muitas espécies, no
entanto, nos gatos, ha uma associacdo com a infeccdo pelo virus da Leucemia
Felina (FelLV), Retrovirus potencialmente oncogénicos (EDWARDS et al.,, 2003;
VAIL; KAREN, 2006; SELLON; HARTMANN, 2012; SYKES; HARTMANN, 2014).
Antes do controle de FeLV na década de 1980, a sua relacdo com o
desenvolvimento de linfomas alcancava cerca de 70% nos EUA e até 60% em
alguns paises da Europa (HARDY, 1993). Com o advento das medidas profilaticas e
de manejo populacional nos paises desenvolvidos, esta relacdo se distanciou
largamente (HOFMANN-LEHMANN et al., 2008; LUTZ et al., 2009; SCHERK et al.,
2013; WILLETT; HOSIE, 2013; BEATTY, 2014). Em 2003 a infeccdo por FelLV
estava relacionada somente a 15% dos casos de linfoma nos EUA e, em 2012,
cerca de 13% na Alemanha (LOUWERENS et al., 2005; MEICHNER et al., 2012).

Até 0 momento, ndo existem estudos publicados no Brasil que correlacionem
a infeccdo pelo FeLV a ocorréncia de linfomas e investiguem as caracteristicas
anatomopatoldgicas destes tumores. Determinar a relacdo entre a infec¢cdo viral com
a formacdo dos linfomas tem grande importancia para o entendimento da
epidemiologia dessa neoplasia em gatos no Brasil, considerando principalmente os
fatores associados a infec¢do pelo FelLV, a baixa adesédo de programas profilaticos e
de manejo populacional da espécie pelas instituicbes governamentais e pelos
responsaveis dos animais (BIEZUS, 2017).

Este trabalho objetiva a caracterizacdo anatomopatologica dos linfomas de
gatos domésticos, seu comportamento macroscopico, de acordo com a topografia, e
microscopico, de acordo adaptacdes na pragmatica estabelecida pelo NCI-WF, por
meio de estudo retrospectivo e prospectivo do periodo de 1995 a 2017,
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correlacionando a infeccdo pelo FelLV através de investigacdo imuno-histoquimica

(IHQ).

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Estudo retrospectivo

Foram revisados o0s arquivos de necropsia e exame histopatolégico do
Laboratorio de Patologia Animal (LAPA) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC), localizado no municipio
de Lages, do periodo entre janeiro de 1995 a fevereiro de 2016 para recuperacao de
dados de necropsias realizadas em gatos domésticos, totalizando 1728 animais.
Destes, foram selecionados 125 gatos que possuiam diagnéstico definitivo de
linffoma, dos quais se realizou busca de histérico, blocos de parafina e laminas
histolégicas. Dos 125 casos originais, foram utilizados somente 0s que possuiam
historico clinico, descricdo de necropsia e blocos de parafina com a neoplasia e

demais érgaos, totalizando 42 casos para o presente estudo.

4.2.2 Estudo prospectivo

Durante o periodo de marco de 2016 até setembro de 2017 foram realizados
exames anatomopatoldgicos dos gatos domésticos enviados ao LAPA,
CAV/UDESC, totalizando 119 animais. Todos foram submetidos a necropsia e
colheita de fragmentos de medula éssea, linfonodos, baco, timo, encéfalo, coracao,
pulmdo, traqueia, figado, rins, bexiga, pele, mucosa oral, conduto auditivo, globos
oculares, esbdfago, estbmago, intestinos, pancreas, tireoides, paratireoides e
adrenais, fixados em formalina tamponada a 10%. Dos 119 animais, 22 foram
diagnosticados com neoplasias hematopoiéticas, das quais 11 eram linfomas e
foram incluidos nesse estudo. Destes animais, sete possuiam teste prévio para
FeLV por meio de ELISA (Snap FIV/FeLV Combo Test®, IDEXX Laboratories).
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4.2.3 Processamento de Amostras

As amostras colhidas durante a necropsia foram submetidas a clivagem,
acondicionadas em cassetes e posterior processamento histolégico de rotina. A
partir dos blocos de parafina provenientes das amostras do estudo retrospectivo e
prospectivo, foram confeccionadas laminas histolégicas para coloracdo padrdo de
Hematoxilina e Eosina. Cortes histolégicos foram acondicionados em duplicata em

laminas positivadas para posterior avaliacdo imuno-histoquimica.

4.2.4 Classificacao topografica e caracterizacao histolégica dos linfomas

Os casos de linfoma foram classificados de acordo com a localizacao
topografica, adaptada de Valli et al. (2000), em: linfonodal, quando so linfonodos
eram acometidos; multicéntrico, quando a distribuicdo do tumor compreender
multiplos o6rgéos; alimentar, quando o trato digestorio e linfonodos acessorios e
mesentéricos foram o0s Unicos oOrgdos acometidos; cutaneo, quando nddulo(s)
delimitado(s) ao tegumento; esplénico, quando houver neoplasma unicamente no
baco; hepético quando a infiltracdo localiza-se somente no figado (nodular ou
difusa); renal, nédulos unicamente nos rins (uni ou bilaterais); e mediastinal, quando
a massa presente no espaco mediastinal possuir duas ou mais vezes o tamanho dos
nodulos secundarios. Considerou-se o tumor primario aquele cujo tamanho era
superior a duas vezes os demais nodulos, a excecao dos linfomas restritos aos
linfonodos. Quando mais de dois 6rgaos, além de linfonodos, eram acometidos por
nédulos de tamanhos similares, considerou-se multicéntrico.

A classificacdo histolégica dos linfomas foi realizada de acordo com a
padronizacdo estipulada pelo National Cancer Institute - Working Formulation
(ROBB-SMITH, 1982) adaptada, como demonstrado no Quadro 1.

Todas as laminas foram avaliadas por dois patologistas, considerando 0s
mesmos critérios de diferenciacdo celular. Para classificacdo dos linfomas em
células pequenas e grandes utilizou-se como parametro o diametro da heméacia (6 a
9um) onde as ceélulas pequenas ocupavam cerca de 1 a 1,5 o tamanho da hemacia
e as células grandes de 2 a 3 vezes.

As figuras de mitose foram contadas em 10 campos de maior aumento com

objetiva de 40x e posteriormente fracionadas para um valor individual por campo
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(/10). Durante a contagem de mitoses, ndo foram avaliadas células em fase de

préfase para evitar a confusdo com células de nucleos apoptoticos.

Quadro 1 - Classificagao histopatoldgica dos linfomas em gatos domeésticos*

Grau Denominacéo Acrénimo
Baixo Linfocitico de Células Pequenas LCP
Células Pequenas Clivadas, folicular LCPcf
Misto de Células Pequenas e Grandes, folicular LMf
Intermediario Células Pequenas Clivadas, difuso LCPc
Misto de Células Pequenas e Grandes, difuso LMd
Células Grandes LCG
Alto Imunoblasticos IBL
Linfoblasticos LBL
Células Pequenas Nao-clivadas LCPnc

*Adaptado de Robb-Smith, 1982
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

Necrose, esclerose e mineralizagdo também foram avaliados, para tal utilizou-
se o sistema de cruzes: (+) para reacao discreta (um foco isolado e pequeno, que
nao ocupe mais do que 1 campo de maior aumento (HPF) (400x), duas cruzes (++)
moderada (um foco de tamanho moderado, ocupando de 2 a 3 HPF 400x, ou
multiplos focos pequenos ou moderados) e trés cruzes (+++) acentuada (ocupando

mais do que 4 HPF 400x, isolados ou multiplos).

4.2.5 Avaliacdo imuno-histoquimica anti-FeLV

Os cortes histologicos previamente preparados em laminas positivadas foram
submetidos a recuperacdo antigénica por meio de incubacdo em banho maria a
100°C por 40 minutos em tampdo Tris-EDTA pH 9. O bloqueio das reacfes
inespecificas foi realizado com leite desnatado em pé (Molico®) diluido a 5% em
agua destilada, durante 20 minutos em temperatura ambiente. O anticorpo primario
anti-FeLV gp70 (Serotec®) foi diluido na proporcdo de 1:500 em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), e submetido a incubagcdo em camara Umida por
1h30min a 37° C.

Posteriormente, os cortes foram incubados com polimero MACH 4 AP
universal (Biocare Medical®) durante 15 minutos na primeira etapa (sonda) e 30
minutos na segunda etapa (polimero). Os cortes foram revelados com o cromdgeno

Warp Red™ (Biocare Medical®), contra-corados com Hematoxilina de Harris.
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Controles positivos foram inseridos simultaneamente as laminas testadas. Para
catalogacdo, utilizou-se o sistema de cruzes para denotar a intensidade da
marcagao, uma cruz (+) para marcacao discreta, duas cruzes (++) moderada e trés

cruzes (+++) acentuada.

4.2.6 Catalogacdo dos dados e andlise estatistica

Todos os dados obtidos por meio do levantamento retrospectivo e prospectivo
foram compilados em tabelas de contingéncia no software Excel para realizacdo de
andlise descritiva e inferencial.

As tabelas incluiam os seguintes dados: nimero do registro, raga, género e
idade, caracteristicas histolégicas e macroscépicas dos tumores e dos diversos
orgaos. A classificacdo de idade foi realizada por faixas etarias em filhote, com o
tempo de vida contido no periodo de até 1 ano de idade ou 12 meses, adulto, cuja
idade seja maior ou igual a 1 ano, ndo excedendo 11 anos, e idoso, com idade igual
ou superior a 11 anos (TRAPP et al., 2010). Para associacao entre variaveis, foi
realizada correlacdo de Spearman e os testes de média foram realizados através de
andlise de teste T, com intervalo de confianca de 95% (p=0,05) com auxilio do
software estatistico SigmaPlot® 12.0.

4.3 RESULTADOS

No estudo retrospectivo, identificaram-se 42 gatos com linfoma e no estudo
prospectivo 11, totalizando 53. Quanto ao género, fémeas compreendiam 50,94%
(27/53) e machos 49,06% (26/53). A maior parte dos gatos ndo possuia raca
definida (45/53 - 84,91%), os demais 13,21% (07/53) eram siameses e 1,89%
(01/53) persa. A distribuicdo da idade esta representada na Figura 1, sendo que
13,21% (7/53) eram filhotes, 60,38% (32/53) adultos, 16,98% (9/53) idosos e 9,43%
(05/53) néo tiveram sua idade informada.
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Figura 1 - Percentual (%) de gatos acometidos por linfoma de acordo com a idade
(em anos)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2017

Todos os filhotes tinham um ano de idade, para os adultos a média de idade
foi de 3,56 anos e para os idosos 12,88 anos. Informacfes sobre género e idade

estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Correlacdo entre género e faixa etaria dos gatos domésticos acometidos
por linfoma

~ . , . Frequéncia Idade (Anos

Género Faixa Etéaria (%) 9 N) Média DPL ( Mir)1.2 Mé 3

Machos Filhotes 13,64 3 1* - - -
Adultos 68,18 15 3,726 1,795 1,7 8
Idosos 18,18 4 13,5 1,118 12 15

Fémeas Filhotes 15,38 4 1* - - -
Adultos 65,38 17 3,429 1,978 1,6 8
Idosos 19,23 5 12,4 1,854 11 16

1Desvio padréo; 2ldade minima; 3ldade maxima; *Todos os filhotes com 1 ano de idade
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

Quanto a distribuicao topografica dos linfomas, 43,40% (23/53) infiltravam-se
como noédulos de tamanhos similares em mais de dois érgdos e foram considerados
como multicéntricos; 33,96% (18/53) eram mediastinais; 11,32% (6/53) renais;
5,66% (3/53) hepaticos; 3,77% (2/53) linfonodais; e 1,89% (1/53) alimentares.

O linfoma multicéntrico foi a forma predominante, com maior ocorréncia em
fémeas (24,53%, 13/53) com relacdo aos machos (18,87%, 10/53). A forma
mediastinica também foi predominante em fémeas (20,75%, 11/53) quando
comparadas aos machos (13,21%, 7/53). A apresentacao linfonodal s6 foi observada
em fémeas (3,77%, 2/53), assim como a forma alimentar em macho (1,89%, 1/53).
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Os linfomas hepaticos tiveram similar ocorréncia em machos (3,77%, 2/53) e fémeas
(1,89%, 1/53) e os linfomas renais ocorreram somente em machos (11,32%, 6/53).

Nos filhotes, 57,14% (4/7) apresentavam tumores mediastinais e 42,86% (3/7)
multicéntricos. Nos adultos, os tumores multicéntricos ocorreram com maior
frequéncia (40,63%, 13/32), seguidos pelos mediastinais (31,25%, 10/32), renais
(15,63%, 5/32), hepaticos (6,25%, 2/32) e linfonodais e alimentares (ambos
3,13%,1/32). Nos idosos, predominavam o0s tumores multicéntricos (67%, 6/9),
seguidos por um linfoma renal (11%), um linfonodal (11%) e um mediastinico (11%).
Nos gatos adultos, 50% (16/32) encontravam-se acima de 1,6 anos e abaixo de 3
anos de idade, e os demais abrangiam uma faixa dos 4 aos 8 anos. A frequéncia de
distribuicdo de idades de acordo com a topografia dos linfomas esta demonstrada na
Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncia da localizacdo anatdbmica dos linfomas e a idade dos
gatos domésticos acometidos

Localizacéo Frequéncia Idade (anos)

Anatdmica (N) (%) Média DP! Min.2 Max.3
Multicéntrico 23 43,4 5,68 4,51 1 15
Mediastinico 18 33,96 3,36 2,8 1 11
Renal 6 11,32 5,33 4,42 2 14
Hepatico 3 5,66 4 2 2 6
Linfonodal 2 3,77 9 7 2 16
Alimentar* 1 1,89 - - 4 4

1Desvio padréo, 2ldade minima e 3Méaxima. *Somente um gato compde a categoria indicada
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017

Dos gatos, 28,30% (15/53) apresentavam escore corporal magro, 24,53%
(13/53) regular, 13,21% (07/53) caquético e 3,77% (02/53) obeso. Os 30,19%
(16/53) restantes faziam parte do estudo retrospectivo e essas informacfes nao
foram obtidas no historico.

Na avaliagdo macroscopica dos linfomas multicéntricos, era comum observar
linfadenomegalia acentuada. Os linfonodos atingiam grandes proporg¢des, tornando-
se ligeiramente firmes e algumas vezes infiltravam-se nos 6rgaos adjacentes, como
a glandula salivar e omento (Figura 2 A, B). Quando infiltrado em medula 0ssea,
tornava-a mais consistente e branca, de aspecto pouco gorduroso (Figura 2 C).
Hepatoesplenomegalia era um achado comum (Figura 2 D) e a cor do bago era mais

violacea e o aspecto trabeculado realcava-se ao corte. O figado tendia a cor

fracamente acastanhada, a superficie era difusamente rugosa e o padréo lobular era
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evidente. Ao corte, a consisténcia variava de levemente firme a friavel e se
observava uma delgada formacao reticular branco-amarelada entremeando o
parénquima, sugerindo a infiltracdo neoplasica (Figura 2 E). A infiltragdo hepética
dos linfomas multicéntricos se diferenciava das que ocorriam em linfomas hepéticos,
primarios, onde notava-se uma ou mais formacdes nodulares distendendo o 6rgao
(Figura 2 F), além de friabilidade aumentada.

Os linfomas mediastinais normalmente constituiam massas muito expansivas
gue ocupavam mais de dois ter¢cos do térax e comprimiam os pulmdes dorsalmente,
provocando expansdo do toérax bilateralmente (Figura 3 A). Essas grandes
formacgBes envolviam com frequéncia o pericardio (sem necessariamente aderir-se
ao coracado), traqueia, esbfago, nervos e vasos adjacentes, causando em alguns
casos tamponamento cardiaco (Figura 3 B).

O dnico linfoma alimentar observado se originou em ileo, formando nodulos
entre mucosa e serosa, mantendo a integridade do Iumen. Notava-se intensa
proeminéncia dos foliculos linfoides na mucosa do intestino (Figura 3 C). Quando o
linfoma se originava em rins, localizava-se em cértex e medula ou em pelve renal.
Havia comumente irregularidade subcapsular, com formacédo de ndédulos Unicos ou
multiplos, algumas vezes pouco diferenciaveis do parénquima, outras destoando por
completo (Figura 3 D, E). Nos linfomas com apresentacédo linfonodal, principalmente
os linfonodos satélites internos e periféricos palpaveis, demonstravam-se
aumentados, difusamente brancos, entretanto, nao infiltravam em outros 6rgaos
(Figura 3 F).
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Figura 2 - Distribuicdo topografica dos linfomas em gatos domésticos: (A) Aumento acentuado dos
linfonodos mandibulares com adeséo e infiltracdo em glandulas salivares (cabecas de seta brancas) e
mediastinicos craniais (cabeca de seta). Macho, 6 anos, Multicéntrico. (B) Linfadenomegalia
mesentérica difusa, principalmente nos linfonodos jejunais (asterisco). Macho, 6 anos, Multicéntrico.
(C) Infiltragao difusa em medula éssea. Macho, 2 anos, Multicéntrico. (D) Esplenomegalia decorrente
de infiltracdo neoplasica, notar bordos acentuadamente arredondados. Macho, 3 anos, Multicéntrico.
(E) Infiltracdo neoplasica hepética discreta, com evidenciagdo do padrdo lobular e aspecto
trabeculado de feixes brancos na incidéncia de corte. Macho, 2 anos, Multicéntrico. (F) Linfoma
hepatico em lobo lateral esquerdo (tracejado preto) e lipidose difusa e acentuada. Macho, 6 anos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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Figura 3 - Distribuicdo topogréfica dos linfomas em gatos domésticos: (A) Massa mediastinal résea
palida delimitada pelo tracejado ocupando todo o térax e comprimindo dorsalmente os pulmdes (p).
(B) Corte transversal da massa mediastinal com o coracdo (c) envolto pela neoplasia e os lobos
pulmonares atelectasicos (p). Fémea, 1 ano, Mediastinal. (C) Linfoma em ileo, associado a
espessamento de submucosa e evidenciacdo de foliculos linfoides (cabeca de seta). Macho, 4 anos,
Alimentar. (D) Nodulo renal delimitado pelo tracejado adjacente a uma area de fibrose (cabeca de
seta branca), e nddulo menor no rim contralateral (cabeca de seta preta). Macho, 3 anos, Renal. (E)
Rim Superior: Nédulo partindo da pelve (cabeca de seta branca) para o exterior do 6rgdo, com areas
de necrose (cabeca de seta amarela). Macho, 2 anos, Renal; Rim Inferior: Nodulo em cortical (cabeca
de seta preta), com aspecto multinodular bilateral. Macho, 4 anos, Renal. (F) Linfadenomegalia em
cadeia inguinal externa. Fémea, 2 anos, Linfonodal.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018



57

Os tumores multicéntricos e mediastinais foram os que mais demonstraram
alteracbes macroscopicas concomitantes aos neoplasmas. Essas lesbes, em sua
maioria, estavam relacionadas a alteragbes hemodinamicas e compressivas e estao

expostas na Figura 4.

Figura 4 - Principais alteracdbes macroscopicas concomitantes ao linfoma
mediastinico e multicéntrico em gatos domésticos (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2017

Os linfomas linfociticos de células pequenas (LCP) eram compostos por
linfécitos maduros com diametro préximo ao de uma heméacia a uma e meia,
apresentando leve a moderada atipia que se organizavam como um manto
entremeado por raro estroma fibrovascular. O nucleo variava de arredondado a oval
e era predominantemente hipercromatico, ndo permitindo a evidenciacdo de
nucléolos (Figura 5 A). O citoplasma era pouco delimitado e, quando passivel de
observacéo, levemente eosinofilico. As infiltracbes em outros 6rgdos normalmente
nao promoviam formac¢des nodulares extensas, mas sim, discretas e sem deformar
abruptamente o parénquima. Os linfomas de células pequenas clivadas (LCPc) se
assemelhavam muito aos LCP, entretanto, notavam-se nudcleo convolutos, com
clivagem discreta e endentagcbes na membrana nuclear, a cromatina mostrava-se
densamente arranjada e os nucléolos eram inconspicuos (Figura 5 B).

Nucleos grandes, delimitados por membranas nucleares clivados, com

dobras, projecbes e invaginacdes profundas em direcdo ao centro, caracterizavam
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os linfomas de células grandes (LCG). Na maior parte dos casos, a cromatina era
densa e um nucléolo central estava presente, onde ocasionalmente unia-se atraves
de projecdes de cromatina a membrana nuclear. O citoplasma era pouco distinto,
normalmente anfofilico, notava-se discreta granulacdo em alguns casos. O diametro
meédio destas células variava de 2,5 a 3 hemacias (Figura 5 C). Infiltracdes nos
tecidos cursavam com a formacéo de nédulos e distensédo do parénquima.

Os linfomas mistos difusos (LMd) eram compostos por células com
caracteristicas semelhantes as citadas no LCPc e no LCG, entretanto, células
grandes podem estar presentes em diversos tipos de linfoma, desta forma
considerou-se o diagnéstico de LMd quando mais de 25 células grandes, com
didametro aproximado de trés hemacias (aproximadamente 25um) eram observadas
por um HPF 400x (Figura 5 D). Neste tipo de tumor, em especial, observava-se
esclerose moderada e areas focais de necrose, onde era observada maior
proliferacéo de tecido conjuntivo fibroso, principalmente margeando vasos. Esse tipo
de linfoma ocorreu com grande frequéncia, principalmente nos casos de distribuicao
multicéntrica, s6 sendo ultrapassado pelos LCPnc.

O linfoma de células pequenas néo clivadas (LCPnc) eram compostas por
linfocitos pequenos, porém maiores do que os linfécitos maduros, ocupando o
diametro maximo de 1,5 hemacias (12 um), podendo ter também dimensdes iguais
ou menores do que elas. Diferente dos LCP, havia uma regularidade do tamanho de
células, tanto com relacdo ao citoplasma quanto ao nudcleo, e algumas poucas
células grandes eram observadas (Figura 5 E). Os nucleos tinham cromatina
moderadamente frouxa, com um a quatro nucléolos justapostos a membrana nuclear
ou centrais. Existia pouco estroma delimitando as células, como caracteristica
importante deste tumor, forma-se o padrdo de céu estrelado, com mudltiplos e
grandes macrofagos com corpusculos tingiveis (residuos de atividade fagocitica
devido a intensa morte celular). Foi comum observar destruicdo do parénquima,
areas extensas de necrose central e a distensao de tecidos adjacentes nos LCPnc,
além de intensa associacdo deste padrao histolégico nos tumores mediastinais,
principalmente em animais jovens.

Os linfomas imunoblasticos (IBL) tinham em sua composi¢éo células amplas e
volumosas, com citoplasma anfofilico intensamente corado e pouco delimitado,
algumas vezes demonstrando halo perinuclear ou aspecto vitreo. Ndo era incomum

observar projecdes discretas de citoplasma, formando urépodos ou projecdes para
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conexao intercelular. O nucleo era predominantemente central e vesiculoso com
macronucléolo central, entretanto, algumas células de aspecto vitreo possuiam
nacleo periférico e hipercromatico, intensamente ovalado (Figura 5 F). Eram
observados linfocitos maduros tipicos em meio as células neoplasicas. Apesar de
semelhantes aos LCG, o0 nucleo possuia a cromatina arranjada em feixes
direcionados para o nucléolo, formando um padrao “explosivo”.

Por fim, os linfomas linfoblasticos (LBL) eram constituidos por células grandes
e possuiam nucleos predominantemente redondos a ovais, com cromatina finamente
arranjada. Algumas vezes haviam nucleos convolutos ou endentados (Figura 6 A).
Quando evidentes, os nucléolos eram centrais e variavam de um a dois. O
citoplasma era escasso e discretamente anfofilico. Como caracteristicas
importantes, observou-se que existia uma intensa associacao intercelular, formando
algumas vezes um padrdo quase geométrico entre as células, o que denominamos
de organizacdo em “mosaico”, e o padrdao de céu estrelado constituido pelos
multiplos e grandes macréfagos com corpusculos tingiveis (Figura 6 B). Também era
possivel observar que as células se agrupavam, formando estruturas semelhantes a
ninhos (Figura 6 A, B).

Observou-se infiltracdo em 45,28% dos casos (24/53) no figado, e 26,42%
(14/53) nos rins, sem incluir os linfomas primarios de figado e rim, respectivamente.
No figado as infiltracbes ocorreram predominantemente na forma de mdultiplos
micronddulos (66,67% - 16/24) e, algumas vezes, infiltravam-se as margens do
espaco portal e no interior de sinusoides (33,33% - 8/24), distendendo ou nao o
parénquima hepatico (Figura 6 C). Apoés o figado, os linfonodos foram os érgaos
mais expressivos as infiltracdes macroscopicamente e microscopicamente (Figura 6
D), demonstrando-se aumentados, sem delimitacdo cértico-medular e coloracéo
esbranquicada homogénea em 32,08% (17/53) dos casos. O baco demonstrou
infiltracdo em 30,2% (16/53) dos casos, e normalmente a neoplasia estava proxima
aos vasos, comprimindo trabéculas e/ou justapostas a face interna capsula
esplénica (Figura 6 E).

Os linfomas renais infiltravam-se nos outros 6rgaos principalmente no interior
e ao redor de pequenos vasos, e em trés dos seis casos havia infiltracées nos vasos
da meninge (Figura 6 F), que algumas vezes se infiltravam de forma discreta no
neurdpilo. As infiltracbes que ocorreram em cada 6rgao de acordo com a topografia

dos linfomas estédo apontadas na Tabela 3.
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Figura 5 - Caracterizacdo histopatoldgica dos linfomas em gatos domésticos: (A) Linfoma linfocitico
de células pequenas, composto por linfocitos de tamanho similares e nucleos hipercromaticos.
Macho, 4 anos, Renal. (B) Linfoma de células pequenas clivados, linfécitos com nucleos convolutos e
projecdes de cromatina formando cortes no nudcleo (cabeca de seta). Macho, 8 anos, Multicéntrico.
(C) Linfoma de células grandes infiltrando em coracdo. Fémea, 4 anos, Multicéntrico. (D) Linfoma
misto difuso, linfocitos pequenos e grandes em proporgSes semelhantes. Fémea, Idade néo
informada, Multicéntrico. (E) Linfoma de células pequenas nao-clivadas com intensa semelhanga
entre células. Fémea, 4 anos, Mediastinico. (F) Linfoma imunoblastico demonstrando células com
ndcleo amplo e nucléolo central (cabeca de seta preta) e cromatina com disposicdo “explosiva”
(cabeca de seta amarela). Macho, 12 anos, Multicéntrico. (Hematoxilina e Eosina)
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Figura 6 - Caracterizacao histopatoldgica dos linfomas em gatos domésticos: (A) Linfoma linfoblastico
no figado demonstrando a formagdo de grupos celulares (tracejado vermelho). Fémea, 1 ano,
Multicéntrico. (B) Linfoma linfoblastico mediastinico com formagdo de grupos celulares (tracejado
vermelho) e padrao de céu estrelado com macrofagos repletos por corpusculos tingidos (cabeca de
seta amarela). Fémea, 1 ano. (C) Linfoma imunoblastico com infiltracdo hepética nodular e multiplas
células em sinusoides. Macho, 2 anos, Hepatico. (D) Linfoma de células pequenas clivadas em
linfonodo mandibular. Macho, 8 anos, Multicéntrico. (E) Linfoma linfoblastico infiltrado difusamente em
baco. Fémea, 1 ano, Multicéntrico. (F) Linfoma misto de células grandes e pequenas infiltrando em

meninges do cortex cerebral. Macho, 4 anos, Multicéntrico. (Hematoxilina e Eosina)
Vo s 3 : -

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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Microscopicamente, o0s tumores mediastinos apresentaram lesdes
principalmente em pulmbes e figado. As lesfes pulmonares foram as mesmas
observadas na macroscopia (Figura 4). Quanto as alteragBes hepaticas, 66,67%
(12/18) eram representadas por degeneracao gordurosa. Atribui-se as degeneracgdes
e as infiltracbes das células neoplasicas, o padrdo lobular evidente e a
hepatomegalia. Além da degeneracédo, 16,67% (3/18) compreendiam retencao biliar

multifocal, leve.

Tabela 3 - InfiltracBes de linfomas em gatos domésticos por 6rgdo de acordo com a
topografia tumoral

Orgéos N % Topografia
Alimentar Hepatico Linfonodal Mediastinal Multicéntrico Renal
Figado 24 45,28 - 1 6 15 2
Linfonodos 17 32,08 1 - 2 13 1
Baco 16 30,19 - - 1 3 12 -
Rins 14 26,42 - 1 - 2 11
Medula Ossea 12 22,64 - - - 3 7 2
Pulmdes 10 18,87 - 1 - - 7 2
Coracéo 9 16,98 - - - 1 6 -
Encéfalo 9 16,98 - 1 - 1 4 3
Intestinos 5 9,43 v - - 1 4 -
Bexiga 4 7,55 - - - - 2 2
Medula Espinhal 3 5,66 - 1 - - 2 -
Diafragma 2 3,77 - - - - 2 -
Estbmago 1 1,89 - - - 1 -
Pancreas 1 1,89 - - - - 1 -

- :N&o foram observadas infiltragfes; ...: Os tumores primarios ndo foram considerados
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

Nos linfomas multicéntricos as principais alteracdes microscopicas associadas
foram degeneracdo gordurosa hepatica (56,52%, 13/23) e retencédo biliar multifocal
leve (8,7%, 2/23). Ademais, nos pulmdes, observou-se edema acentuado (8,7%,
2/23) e broncopneumonia supurativa (8,7%, 2/23), enquanto no baco havia
hemossiderose multifocal (13,04%, 3/23) e esplenite necrotizante multifocal (8,7%,
2/23).

Os linfomas hepaticos corroboraram com o quadro de degeneracédo gordurosa
e 0s renais com degeneracgao tubular acompanhada por fibrose intersticial em todos
0os casos. Somente um linfoma linfonodal demonstrou alteracdes microscopicas,
sendo esta uma leve hipoplasia de medula 6ssea. O linfoma alimentar demonstrou

hemossiderose esplénica e degeneracéo gordurosa hepatica.
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Quanto ao grau de malignidade tumoral, o linfoma linfocitico de células
pequenas (LCP) foi o Unico tipo histologico de grau baixo observado, alcancando
9,43% (05/53) dos casos. Os linfomas de grau intermediario englobam 33,19%
(16/53) dos casos, e séo representados principalmente pelo linfoma misto (LMd)
com distribuicdo difusa, em 22,64% (12/53) dos casos. Ainda no grau intermediario,
também foram observados linfoma de células pequenas clivadas (LCPc) e linfoma
de células grandes (LCG), ambos com 3,77% (2/53) casos cada. Os linfomas de alto
grau ocuparam 60,38% (32/53) dos casos, desta forma sendo os de maior
ocorréncia nos gatos avaliados.

Dentre os linfomas de alto grau de malignidade, os de células pequenas nao-
clivadas (LCPnc) foram os mais diagnosticados, com 33,96% (18/53) dos casos,
seguidos pelos linfomas imunoblasticos (IBL) com 15,09% (08/53) e os linfoblasticos
(LBL) com 11,32% (6/53). A distribuicdo de frequéncia correlacionando o tipo

histoldgico, o género e as faixas etérias esta disposta na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias entre o tipo histolégico do linfoma, género e
faixa etaria dos gatos domésticos

; . P Género (%)* Faixa Etaria (%)
Tipo Histologico M ( )F Filhote Adulto 0 Idoso
Grau baixo
LCP 7,69 11,11 14,29 6,25 11,1
Grau Intermediario
LCPc 3,85 3,7 14,29 3,13 -
LCG 3,85 3,7 - 6,25 -
LMd 26,92 18,52 - 28,12 22,2
Grau Alto
IBL 15,38 14,81 14,29 12,5 33,3
LBL 3,85 18,52 14,29 9,38 22,2
LCPnc 38,46 29,63 42,86 34,37 11,1

*Verificar o Quadro 1 para acrdnimos. *Valores calculados com base no total de cada categoria
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017

Na tabela 5 estdo expressos de forma individual e total os graus e tipos
tumorais para cada localizacdo anatdémica. Quanto as caracteristicas histologicas, o
padrao de crescimento difuso predominou em 96,23% (51/53), enquanto o folicular

ocorreu em apenas 3,77% (2/51).
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Tabela 5 - Distribuicho de frequéncia entre o grau de malignidade, tipo
histoldgico e topografia dos linfomas em gatos domésticos

Tipo Caracterizacao topogréfica

histol6gico*  Alimentar Hepatico Linfonodal Mediastinico Multicéntrico Renal  Total% (N)
Grau Baixo 9,44% (5)
LCP - 3,77% 1,89% - 1,89% 1,89% 9,44% (5)
Grau Intermediario 30,18% (16)
LCPc - - - 1,89% 1,89% - 3,77% (2)
LCG - - - - 3,77% - 3,77% (2)
Lmd - - - 1,89% 16,98% 3,77% 22,64% (12)
Grau Alto 60,39% (32)
LCPnc - - - 24,53% 3,77% 5,66% 33,96% (18)
IBL 1,89% 1,89% 1,89% 1,89% 7,55% - 15,11% (8)
LBL - - - 3,77% 7,55% - 11,32% (6)
Total (N) 1 13 2 18 23 6 100% (53)

* Verificar Quadro 1 para acrénimos
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

A média de mitoses observadas de acordo com o grau de malignidade e o
tipo histologico do linfoma estédo representadas na Tabela 6. Houve correlacdo entre
o grau de malignidade histologica e o numero de mitoses (p<0,00), indicando que o
namero de mitoses verdadeiramente aumenta juntamente com o grau. Houve
correlacdo também entre topografia tumoral e o padrédo histolégico dos linfomas
(p=0,001). Os tumores com graus mais altos e maiores numeros de mitose
demonstravam forte associagdo com maior nimero de macréfagos espumosos,
também se observou associacdo entre os macréfagos espumosos com focos de
mineralizacdo intratumoral. A ocorréncia de hemorragia estava associada com

esclerose e mineralizagao intratumoral.

Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncia e média de figuras mitoses de acordo com o
grau de malignidade e o tipo histoldgico dos linfomas em gatos

Grau e Tipo Histoldgico Figuras de Mitose

Média Dp? Min .2 Méx.3

Grau Baixo 0,060 0,049 0 1

Linfocitico de Células Pequenas 0,06 0,049 0 0,1
Grau Intermediario 0,225 0,115 0,1 0,5
Células Pequenas Clivadas, difuso 0,05 0,050 0 0,1
Células Grandes 0,25 0,050 0,2 0,3
Misto de Células Pequenas e Grandes, difuso 0,25 0,104 0,1 0,5
Grau Alto 0,788 0,803 0,1 4,3
Células Pequenas Nao-Clivadas 0,62 0,475 0,1 2

Imunoblastico 0,55 0,367 0,1 1,3
Linfoblastico 1,60 1,326 0,1 4,3

1Desvio padrao; 2NUumero de mitoses minimo e 3maximo por campo de maior aumento (400x)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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Na avaliacdo de IHQ anti-FeLV houve marcacéao positiva em 56,6% (30/53)
dos linfomas. Quanto a intensidade, 73,3% (22/30) demonstraram marcacao leve
(+), 16,57% (5/30) moderada (++) e 10% (3/30) acentuada (+++). A distribuicdo por
género foi idéntica entre machos e fémeas (50%, 15/30). Com relagdo a idade,
houve maior marcacdo nos animais adultos, 62,5% (20/32), predominantemente
fémeas (60% - 12/20), seguidos pelos idosos (44,44%, 4/9) e filhotes (42,86%, 3/7).
Dos cinco animais com idade n&o informada, trés (60%, 3/5) eram positivos. Os
tumores multicéntricos apresentaram marcacao por IHQ anti-FeLV em 56,52%
(13/23) (Figura 7. A, B, C) e os mediastinais 66,67% (12/18) (Figura 7. D, E), seguido
pelos renais 33,33% (2/6) (Figura 7. F), linfonodais 100% (2/2), e hepatico com
33,33% (1/3). Nao houve marcacédo IHQ no unico linfoma alimentar. As informacdes
quanto intensidade de marcacédo de acordo com o género, idade, tipo histolégico e
topografia estdo descritas na Tabela 7.

No estudo prospectivo, sete animais (13,21% - 7/53) foram testados
previamente para FeLV por meio de ELISA, todos positivos. Entre eles, 71,43% (5/7)
foram positivos também na avaliagdo IHQ, mas 28,57% (2/7) demonstraram

positividade somente no ELISA, sem marcacao IHQ.
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Figura 7 - Imuno-histoquimica para o virus da leucemia felina (FeLV) em gatos domésticos com
linfoma: (A) Linfoma misto difuso com marcac¢do acentuada em linfonodo. Macho, 2 anos. (B) Linfoma
imunoblastico com marcacdo moderada em baco. Macho, 13 anos. (C) Marcagdo acentuada em
linfoma misto difuso no interior de vaso sanguineo da pelve renal. Macho, 8 anos. (D) Linfoma de
células pequenas nao clivadas com marcagdo moderada em massa mediastinica. Fémea, 2 anos. (E)
Linfoma linfoblastico com marcacdo moderada difusa em linfonodo mediastinico. Fémea, 2 anos. (F)
Linfoma misto difuso com marcacao acentuada em rins. Macho, 8 anos. (Polimero ligado a fosfatase
alcalina [MACH 4 AP], cromdgeno Red Warp®)
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Tabela 7 - Imuno-histoquimica e ELISA para o virus da leucemia felina (FeLV) em
gatos com linfoma de acordo com género e idade

Animal Género Idade (anos)t Topografia Tipo Histolégico* ELISA IHQ?
F1 M 2 Renal LMd -
F2 M 14 Renal LCPnc -
F3 M 6 Hepatico IBL -
F4 M 3 Multicéntrico LMd -
F5 M NI Mediastinico LCPnc +
F6 M NI Mediastinico LCPnc +
F7 M 15 Multicéntrico LBL -
F8 F NI Multicéntrico LMd -
F9 M NI Hepatico LCP +
F10 F 8 Multicéntrico LCPc +
F11 F 11 Multicéntrico IBL -
F12 M NI Mediastinico LCPnc -
F13 F 1 Multicéntrico LCP -
F14 M 2 Renal LCPnc -
F15 M 4 Multicéntrico LCG ++
F16 M 1 Mediastinico LCPc +
F17 F 12 Multicéntrico LMd -
F18 M 13 Multicéntrico IBL ++
F19 M 4.8 Mediastinico LCPnc +
F20 M 1 Mediastinico LCPnc -
F21 F 2 Hepatico LCP -
F22 F 2 Mediastinico LCPnc ++
F23 F 2 Mediastinico LCPnc +++
F24 F 4 Multicéntrico LMd -
F25 F 16 Linfonodal LCP ++
F26 F 1,7 Mediastinico LCPnc +
F27 F 1 Multicéntrico LCPnc +++
F28 M 1,7 Multicéntrico LMd +
F29 M 4 Multicéntrico LCPnc -
F30 F 5 Mediastinico LCPnc -
F31 M 12 Multicéntrico IBL +
F32 F 11 Mediastinico LMd +
F33 M 4 Alimentar IBL + -
F34 F 4 Multicéntrico LCG + +
F35 M 8 Renal LCPnc +
F36 M 1 Mediastinico LCPnc +
F37 F 4 Mediastinico LBL -
F38 F 2 Mediastinico LCPnc +
F39 F 1 Multicéntrico LBL -
F40 F 4 Multicéntrico IBL +
F41 F 12 Multicéntrico LBL -
F42 F 2 Multicéntrico LBL +
F43 F 1,6 Multicéntrico LMd + +
F44 F 2 Linfonodal IBL ++
F45 M 2 Multicéntrico LMd +++
F46 F 8 Mediastinico LBL -
F47 M 2 Renal LMd -
F48 M 4 Renal LCP +
F49 F 1 Mediastinico IBL + -
F50 F 4 Mediastinico LCPnc + +
F51 M 6 Multicéntrico LMd + +
F52 F 2 Mediastinico LCPnc +
F53 M 2,4 Multicéntrico LMd + +

*Verificar Quadro 1 para acrénimos; INI: ndo informado; 2-: marcacgdo ausente, +: leve, ++: moderada,
+++: acentuada; IHQ: Imuno-histoquimica; ...: ELISA para FeLV néo realizado; M: macho, F: fémea
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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4.4 DISCUSSAO

A frequéncia de linfomas positivos para FeLV do presente estudo foi elevada
e predominou em animais adultos, com distribuicdo semelhante entre géneros e em
tumores multicéntricos e mediastinais. Esses dados contrastam com estudos
anteriores que mostram maior ocorréncia de linfomas multicéntricos e alimentares
em gatos machos (VAIL et al., 1998; GABOR; CANFIELD; MALIK, 1999; VALLI et
al., 2000; SCHMIDT et al.,, 2010; VALLI; BIENZLE; MEUTEN, 2017). Recentes
estudos na regido de desenvolvimento desta pesquisa, demonstraram que o linfoma
é a principal causa de 6bito de gatos dentre as neoplasias (N&o publicado)?!, e que a
prevaléncia para FelLV na regido é superior a 22% (BIEZUS, 2017). Os resultados
obtidos neste trabalho refletem diretamente a elevada prevaléncia de FelLV na
regido de estudo, superior & de outras regifes do pais (HAGIWARA:; JUNIOR;
LUCAS, 1997; TEIXEIRA et al., 2007; DE ALMEIDA et al., 2012; BIEZUS, 2017) e
paises desenvolvidos da Europa e América do Norte (LURIA et al., 2004; GLEICH,;
KRIEGER; HARTMANN, 2009; LITTLE et al., 2009).

Esperava-se que 0s machos positivos para FeLV na IHQ fossem mais
numerosos em relacdo as fémeas, entretanto, ndo houve diferenca significativa.
Essa expectativa ocorreu considerando que os machos estdo muito mais propensos
ao contato com patdgenos, fatores indutores de estresse, conflitos por manutencao
do territério e durante o cortejo para o acasalamento, favorecendo a infeccdo por
FeLV e FIV (BERZINS, 2000; YILMAZ; ILGAZ; HARBOUR, 2000; CHHETRI et al.,
2015; BIEZUS, 2017). Acredita-se que a maior parte da populacdo deste estudo foi
composta por animais inteiros, justificando a proporcdo similar entre machos e
fémeas, principalmente devido a procura de parceiros para contato sexual durante o
cio, submetendo os animais a inameros fatores estressores ambientais (LEVY et al.,
2008; HARTMANN, 2012b; GATES; VIGEANT; DALE, 2017).

Os gatos avaliados neste estudo foram predominantemente adultos, entre
dois a quatro anos de idade, o que se repete quando relacionado a alta positividade
da IHQ anti-FeLV. Um estudo experimental sobre a infec¢do pelo FeLV demonstrou

que conforme a idade dos animais o que, a susceptibilidade a infec¢cdo diminuia,

LWITHOEFT, J. A. et al. Causas de morte e eutanasia em felinos domésticos no planalto
de Santa Catarina: estudo retrospectivo (1995-2015). 8 p. Nao publicado.
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assim como o desenvolvimento de doencas concomitantes (HOOVER et al., 1976), o
gue explica a predominancia de animais positivos mais jovens. Dos quatro animais
idosos, trés foram positivos para FeLV. A hip6tese mais provavel para a formacgéo
dos linfomas nestes animais esta atrelada a ocorréncia de quadros regressivos de
infeccdo onde houve a interacdo do DNA pro-viral com oncogenes celulares
(HARTMANN, 2012a).

Linfomas multicéntricos e mediastinais foram identificados com grande
frequéncia, e, novamente, a associacdo com a idade e com a positividade para FeLV
foram determinantes. Esses tipos de linfoma frequentemente ocorrem em filhotes e
jovens positivos para FeLV (REZANKA; ROJKO; NEIL, 1992; LOUWERENS et al.,
2005; SCHMIDT et al., 2010), sugerindo que a enfermidade se desenvolveu no
quadro progressivo da infeccdo (HARDY et al., 1976; ROJKO et al., 1979; LEVY et
al., 2008). Em paises onde medidas de controle e prevencéo do FelLV sao adotadas,
os linfomas mediastinais e multicéntricos sdo a minoria, ao contrario dos alimentares
gue sao mais frequentes (MEICHNER et al., 2012; CHINO et al., 2013).

No presente trabalho somente um caso de linfoma alimentar foi identificado,
em um gato macho adulto negativo para FelLV. Este tipo especifico de linfoma esta
relacionado com o avanco da idade, com idade média de 10 a 13 anos, e a
associacdo com o FeLV é baixa; sendo menos que 30% em linfomas de alto grau e
4% em linfomas de grau baixo e intermediario (VAIL et al., 1998; VALLI et al., 2000;
GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012). Nao é possivel descartar que a infeccao
por FIV esteja associada ao caso, jA que 0 mesmo € associado comumente a
formacdo de linfomas em animais idosos, concomitante ou ndo com o FelLV
(HOOVER et al., 1976; CALLANAN et al., 1996; HARTMANN, 2012a).

A pragmatica estabelecida pela Working Formulation ndo determina o grau de
acordo com o numero de figuras de mitose (ROBB-SMITH, 1982). Entretanto, &
importante ressaltar que neste trabalho a contagem de mitoses acompanhou o grau
de malignidade histolégica dos tumores. Esses resultados demonstram que esta
formulacdo pode ser extremamente util para determinacdo do grau de malignidade
histologica na auséncia de insumos para a execucdo de técnicas avancadas de
tipificacdo genotipica, que sédo dispendiosos e pouco aplicaveis na rotina pratica.

Quanto as caracteristicas histologicas dos linfomas em gatos, o primeiro
grande estudo realizado utilizando o Working formulation demonstrou que a

incidéncia de LCPnc foi elevada e predominante nos linfomas mediastinais de alto
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grau (VALLI et al., 2000) e isso também foi observado no presente trabalho. Ja nos
linfomas multicéntricos de grau intermediario, predominaram os LMd, a maioria com
marcacgao positiva para FelLV, assim como descrito por outros autores (VALLI et al.,
2000; CHINO et al., 2013).

O IBL é relativamente comum em gatos, estando presente em cerca de um
terco dos gatos com linfoma (VALLI et al., 2014). Neste trabalho foram observados
oito casos, sendo metade deles multicéntricos. Outros autores identificaram maior
ocorréncia deste tipo histologico na forma alimentar (POHLMAN et al., 2009) e em
cavidade nasal, seguidos entdo por multicéntrico e mediastinal (SATO et al., 2014).
A média de idade dos animais acometidos foi de 10 anos, semelhante & observada
por Pohiman et al. (2009) e Sato et al. (2014). Quase metade dos casos de IBL
descritos eram FelLV positivos, diferente de outros relatos que indicaram baixa
associacdo (LOUWERENS et al., 2005; POHLMAN et al., 2009). Ja4 o LBL foi
observado em seis animais, quatro com distribuicdo multicéntrica e dois
mediastinais, semelhante ao observado por Sato et al. (2014) que observou LBL em
11,66% (19/163) dos casos, porém somente um era multicéntrico.

Os linfomas renais sdo muito incomuns nos cdes e nos seres humanos,
entretanto para a espécie felina é considerado o tumor renal mais comum (GABOR,;
MALIK; CANFIELD, 1998; VALLI et al., 2000; GUILLERMO COUTO, 2001; HAYES,
2006; VOCCIA, 2016). Estudos existentes demonstram associacdo com o0 FeLV em
25 e 79,8% (VAIL et al., 1998; VOCCIA, 2016). Nos seis casos observados, somente
dois foram FeLV positivos.

Trés dos gatos demonstravam infiltracdo de linfocitos neoplasicos nas
meninges e no neuropilo. A associacdo entre o linfoma renal priméario e o SNC ja foi
observada em animais e seres humanos, entretanto o0 processo biologico
relacionado a esse padrdo infiltrativo ndo é esclarecido (GUILLERMO COUTO,
2001; TWOMEY; ALLEMAN, 2005; HU et al., 2013; GUIMARAES-OKAMOTO et al.,
2016; MANDARA; MOTTA; CALO, 2016; MUNIZ; ANDRADE; VOIGT, 2017).
Acredita-se que esse processo esteja ligado unicamente as caracteristicas do
linfécito neoplasico, como a expressdo de determinados genes e moléculas de
adesdo de membrana ao SNC (PALS; GORTER; SPAARGAREN, 2008;
GUIMARAES-OKAMOTO et al., 2016).

Dois linfomas foliculares foram observados nesse estudo, reforcando as

informacdes de literatura que indicam a infrequéncia deste padrdo de crescimento
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tumoral em animais (GREENLEE et al., 1990; GABOR; CANFIELD; MALIK, 1999;
GUIJA DE ARESPACOCHAGA; SCHWENDENWEIN; WEISSENBOCK, 2007,
VEZZALI et al., 2010; PANZIERA et al., 2016). Isso ocorre principalmente devido ao
diagndstico tardio nos animais em relacdo aos humanos. Desta forma, acredita-se
gue com a rapida progressao da doenca, os foliculos perdem a sua conformacéo e o
padrao tende a se tornar difuso antes do diagnostico (VEZZALI et al., 2010).

A descricdo das lesBes concomitantes ao desenvolvimento dos linfomas é
pouco relatada na literatura, talvez por serem consideradas irrelevantes e
intimamente relacionadas a localizacdo dos neoplasmas. Constatou-se que 0s
linfomas mediastinais e multicéntricos demonstraram maior ocorréncia de alteracdes
macroscopicas em associa¢do ao quadro neoplasico.

Efusbes foram observadas com grande frequéncia neste estudo e a sua
relacdo com as massas mediastinais, principalmente linfomas, € bem descrita na
literatura (ALLEMAN, 2003; HAYES, 2006; HAWKINS, 2010). Além disso, observou-
se atelectasia pulmonar e tamponamento cardiaco, ambos importantes para a
ocorréncia de efusdes pleurais (ALLEMAN, 2003; HAWKINS, 2010).

Os linfomas multicéntricos cursavam com efusdes pleurais e ascite,
principalmente em decorréncia de infiltracdo neoplasica no figado, ocasionais
massas comprimindo e provocando hipertensdo de veia cava cranial (efusdo
pleural), veia cava caudal (efusdo peritoneal) e veia hepatica (efusdo peritoneal),
além de insuficiente drenagem linfatica por infiltracdo dos linfonodos (ALLEMAN,
2003; CULLEN; STALKER, 2016). Nao foram observadas efusées em nenhum dos
gatos com linfoma renal, mesmo sendo perceptivel a destruicdo de grandes
extensdes do parénquima.

Outra lesdo constante, tanto no linfoma mediastinico quanto no multicéntrico,
foi a lipidose hepatica. Estudo recente demonstrou que os linfomas sdo uma das
principais neoplasias causadoras de lipidose hepatica (CENTER, 2017). Dois
principais fatores estéo relacionados a isso: a deficiéncia de vitamina B12 decorrente
da intensa reacao inflamatéria mimetizada e provocada pela neoplasia; e a condicéo
clinica do paciente que habitualmente cursa com anorexia e lipdlise excessiva
(CULLEN; STALKER, 2016; CENTER, 2017). Grande parte dos animais avaliados
no presente estudo demonstravam magreza e caquexia, 0 que torna aceitavel a alta

ocorréncia de lipidose hepatica com consequente hepatomegalia.
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Dois dos sete animais positivos para FeLV por ELISA ndo demonstraram
positividade na avaliacdo IHQ, ambos com idade inferior a um ano. A hipétese mais
aceitivel para este fato sugere que o virus tenha sido eliminado do organismo apés
ativacdo eficiente do sistema imune, porém as mutacbes no genoma celular
ocasionadas pela insercdo do DNA pro-viral perpetuaram, levando a inativacdo de
genes de supressado tumoral ou a ativagao de oncogenes, estes por sua vez nao sao
detectados através de IHQ (FUJINO; OHNO; TSUJIMOTO, 2008; FIGUEIREDO;
ARAUJO JUNIOR, 2011; HARTMANN, 2012b; SYKES; HARTMANN, 2014).

Um destes animais era parte do estudo retrospectivo, ndo permitindo
descartar também a hipotese da manutencdo prolongada em formol antes do
processamento podem ser fatores complicadores na realizacdo da IHQ (WEBSTER
et al., 2009).

4.5 CONCLUSAO

A ocorréncia de linfomas associadas ao FelLV nesse estudo é superior as
encontradas em outros paises. Constatou-se que animais entre um e quatro anos
séo os que mais desenvolvem tumores mediastinais e multicéntricos, principalmente
guando infectados pelo FeLV. Os linfomas eram predominantemente de alto grau e
com crescimento difuso. Os LCPnc e LMd ocorreram em maior frequéncia,
compondo a maior parte dos tumores mediastinais, multicéntricos e renais.

Tendo em vista os dados desta pesquisa, afirma-se que ndo é possivel ater-
se unicamente aos estudos em paises desenvolvidos, que determinam a gradual
desconexdo dos linfomas a infeccdo pelo FelLV, sendo necessaria a avaliacdo
epidemioldgica regido-especifica para determinacéo direta desta associacao FelLV-

Linfoma e consequente implementacdo de medidas de controle e prevencao.
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5 CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA DE LEUCEMIAS EM GATOS
DOMESTICOS E A CORRELACAO COM O VIRUS DA LEUCEMIA FELINA (FeLV)

ANATOMOPATHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF LEUKEMIA IN CATS AND
CORRELATION WITH THE FELINE LEUKEMIA VIRUS (FeLV)

RESUMO

Leucemias sdo tumores hematopoiéticos originados dos precursores mieloides ou
linfoides no interior da medula 6ssea, divididas em agudas e cronicas. Essas
neoplasias sdo incomuns, mas ocorrem com mais frequéncia em gatos devido a
associacdo com o virus da Leucemia Felina (FeLV). Nao h& estudos publicados no
Brasil até o momento correlacionando as leucemias ao FeLV. Este trabalho tem por
objetivo a caracterizacdo anatomopatoldgica das leucemias e a associacdo com a
infecgao pelo FeLV. Realizou-se estudo entre os anos de 1995 a 2017, avaliando 37
gatos com leucemia dos quais realizou-se exame de necropsia, histopatolégico e
imuno-histoquimica (IHQ) anti-FeLV gp70. Foi realizada analise descritiva e
correlacdo entre tipo histolégico de tumor e a infeccdo pelo FelLV. Dos gatos
avaliados, 54,05% (20/37) eram machos e 43,24% (16/37) fémeas. Quanto a idade,
somente um filhote com um ano, 72,97% (27/37) eram adultos e 10,81% (4/37)
idosos, além de cinco animais com idade desconhecida. A leucemia mieloide
ocorreu em 56,76% (21/37) casos, e as linfoides em 43,24% (16/37). Observou-se
que as leucemias agudas (72,97%, 27/37) ocorreram com maior frequéncia
comparadas as crbnicas (27,03%, 10/37); a positividade para FelLV (78,38%, 29/37)
demonstrou alta associacdo entre a infeccdo e o desenvolvimento do processo
neoplasico, indicando a necessidade de intervencdes profilaticas e de controle na

regido de estudo.

Palavras-chave: medula 6ssea, neoplasia, mielopatia, hematopatologia
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ABSTRACT

Leukemias are hematopoietic tumors originating from myeloid or lymphoid
precursors in the bone marrow, classified as acute or chronic. These neoplasms are
uncommon but occur more frequently in cats due to infection with Feline Leukemia
virus (FeLV). So far, there are no studies published in Brazil correlating leukemias to
FeLV. This work aims the anatomopathological characterization of leukemias, and its
association with FeLV infection. A study was carried out between 1995 and 2017,
evaluating 37 cats with leukemia, performing necropsy, histopathological examination
and anti-FeLV (gp70) immunohistochemistry (IHC). Descriptive analysis and
association between histological type and FeLV infection were performed. Among the
cases, 54,05% (20/37) were male and 43,24% (16/37) females. An only one-year-old
kitten was observed, where as adults comprised 72,97% (27/37) and the elderly
10,81% (4/37). Myeloid leukemias were 56,76% (21/37) and lymphoid 43,24%
(16/37), acute occurred in, and chronic in 27,03% (10/37). It was observed that acute
leukemia (72,97%, 27/37) occurred more frequently compared to chronic (27,03%,
10/37); FeLV positivity (78.38%, 29/37) showed a high association between infection
and the development of neoplasia, indicating the need for prophylactic and control

interventions in the region studied.

Keyword: bone marrow, neoplasia, myelopathy, hematopathology.

5.1 INTRODUCAO

As leucemias sdo neoplasias originarias de células hematopoiéticas da
medula éssea que se dividem em dois grandes grupos (mieloide e linfoide), com
curso agudo ou crbnico, pouco frequentes em todas as espécies de animais,
ocorrendo mais comumente em cées e gatos (JAIN et al., 1991; VALLI; BIENZLE;
MEUTEN, 2017). A cronicidade desta enfermidade tem intima relacdo com o estagio
de maturagdo de componentes celulares, sendo a aguda composta
predominantemente por blastos e as crbnicas, por células em estado de maturagéo
mais avancado (ADAM et al., 2009; HARVEY, 2012).

A leucemia mieloide aguda (LMA) é definida por uma pancitopenia persistente

onde a presenca de células neoplésicas intensamente blasticas € superior a 20%
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das células nucleadas no sangue ou na medula déssea. Microscopicamente, ha
substituicdo de uma ou mais linhagens de células mieloides normais por células
neoplasicas, que, durante o avanco da enfermidade, serdo encontradas também no
interior de multiplos vasos (VALLI; BIENZLE; MEUTEN, 2017).

A leucemia linfoide aguda (LLA), ou leucemia linfoblastica cursa com intensa
linfocitose. Com o avanco da enfermidade, ocorre proliferacdo de linfécitos
neoplasicos imaturos na medula 6ssea, pequenos, médios e grandes, promovendo a
rarefacdo de todos os precursores mieloides (VALLI, 2007; HARVEY, 2012). Para
determinar as leucemias cronicas, considera-se o total de células nucleadas da
medula 6ssea, quando 30% forem megacarioblastos, eritroblastos ou granuloblastos
determina-se morfologicamente um quadro de leucemia mieloide cronica (LMC).
Diferentemente da leucemia linfoide crbnica (LLC) que demonstra uma medula
O0ssea composta por cerca de 15 a 20% de linfocitos maduros atipicos (BENNETT et
al., 1976, 1991; KUMAR et al., 2010; CAMPBELL; HESS; WILLIAMS, 2013).

Atualmente com a inclusdo de novas técnicas de imunofenotipagem e
diagnoéstico molecular, ampliaram-se as diferenciacdes de LMA e LLA, entretanto, a
classificacéo instituida pela French-American-British Co-operative group (FAB) ainda
€ muito utilizada devido a simplicidade técnica, bom valor diagndstico e baixo custo
de execucdo (SILVA et al., 2006; VALLI, 2007; LADINES-CASTRO et al., 2016;
VALLI; BIENZLE; MEUTEN, 2017).

As leucemias sdo mais frequentes em gatos jovens, com forte associacao a
infeccdo pelo virus da Leucemia Felina (FeLV) (HARTMANN, 2012a). Esse virus
insere seu material genético primeiramente nas células linfoides do hospedeiro, este
processo de mutagénese insercional € a principal responsavel pela formacdo das
neoplasias (FUJINO; OHNO; TSUJIMOTO, 2008). Nas leucemias mieloides, as
mutacBes no genoma celular geralmente ocorrem na regido U3 dos Long Terminal
Repeats (LTR) (NISHIGAKI et al., 1997; ERKELAND et al., 2004; FUJINO; OHNO;
TSUJIMOTO, 2008) e nas leucemias linfoides, tal como os linfomas, ha mutacdes
nos genes supressores de tumores ou ativacédo de proto-oncogenes (principalmente
c-myc, flit-1, flvi-2, bmi-1 e pim-1)(FUJINO; OHNO; TSUJIMOTO, 2008;
HARTMANN, 2012a; SYKES; HARTMANN, 2014).

Até o0 momento, ndo existem estudos publicados no Brasil que correlacionem
a infeccao pelo FeLV a ocorréncia de leucemias e investiguem as caracteristicas

anatomopatologicas destes tumores. Determinar a relacdo entre a infecgéo viral com
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a formacdo das leucemias tem grande importancia para o entendimento da
epidemiologia dessa neoplasia em gatos.

Este trabalho tem como objetivo diferenciar as leucemias de gatos domésticos
de acordo com a sua origem celular em mieloide ou linfoide, agudas ou cronicas, e
determinar os principais achados macro e microscépicos, por meio de estudo do
periodo de 1995 a 2017, correlacionando com a infeccdo por FelLV através de

investigacdo imuno-histoquimica (IHQ).

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Estudo retrospectivo

Foram revisados os arquivos de necropsia e exame histopatolégico do
Laboratério de Patologia Animal (LAPA) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC), localizado no municipio
de Lages, do periodo entre janeiro de 1995 a fevereiro de 2016, para recuperacao
de dados de necropsias realizadas em gatos domeésticos com diagnéstico definitivo
de leucemia, totalizando 35 animais, dois quais se realizou busca de histérico,
blocos de parafina e laminas histologicas. Nove (9) Casos foram excluidos deste
estudo em decorréncia de mudltiplos fatores: a auséncia de historico clinico e
descricdo macroscoépica (4) e auséncia de blocos ou laminas contendo medula
ossea (5), restando 26 casos que foram utilizados para o presente estudo. Desses
animais, cinco possuiam histérico de teste prévio para FelLV por ELISA (sem

informacdes especificas sobre o teste utilizado).

5.2.2 Estudo prospectivo

Durante o periodo de marco de 2016 até setembro de 2017 foram realizados
exames anatomopatolégicos de todos os gatos domésticos enviados ao LAPA,
CAV/UDESC, totalizando 119 animais. Todos foram submetidos a necropsia e
colheita de fragmentos de medula éssea, linfonodos, baco, timo, encéfalo, coracao,
pulmao, traqueia, figado, rins, bexiga, pele, mucosa oral, conduto auditivo, globos
oculares, esb6fago, estbmago, intestinos, pancreas, tireoides, paratireoides e

adrenais, posteriormente fixados em formol tamponado a 10%. Dos 119 animais, 22
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foram diagnosticados com neoplasias hematopoiéticas, das quais 11 eram
leucemias e foram incluidos nesse estudo.

Destes animais, cinco possuiam teste prévio para FeLV por meio de ELISA
(Snap FIV/FeLV Combo Test®, IDEXX Laboratories).

5.2.3 Processamento de amostras

As amostras colhidas durante a necropsia foram submetidas a clivagem e
posterior processamento histopatologico de rotina. A partir dos blocos de parafina
provenientes das amostras do estudo retrospectivo e prospectivo foram
confeccionadas laminas histologicas para coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE).
Cortes histologicos foram acondicionados em duplicata em |aminas positivadas para
posterior exame de IHQ.

5.2.4 Distribuicao das lesfes e caracterizacdo histolégica das leucemias

Os historicos e os laudos de necropsia de todos os casos de leucemia de
foram avaliados para catalogacdo de informagcBes sobre as condigbes fisicas dos
animais e leses macroscopicas.

A classificacdo histologica das leucemias foi realizada de acordo com a
padronizacdo estipulada pelo French-American-British Co-operative Group (FAB),
classificando em mieloide ou linfoide e aguda ou cronica. Todas as laminas foram
avaliadas por dois patologistas, considerando os mesmos critérios de diferenciacéo
celular. Para determinar o tamanho dos linfocitos nas leucemias linfoides em
pequenos e grandes utilizou-se como parametro o diametro da hemécia (6 a 9um)
onde pequenos ocupavam cerca de 1 a 1,5 o tamanho da hemécia e as células
grandes de 2 a 3 vezes.

As figuras de mitose foram contadas em 10 campos de maior aumento com
magnificacdo de 400x (HPF 40x) e posteriormente fracionadas para um valor
individual por campo (/10). Durante a contagem de mitoses ndo foram avaliadas
células em fase mitética de préfase para evitar a confusdo com células de nucleos
apoptoticos. Necrose, esclerose e mineralizagdo também foram avaliados, para
permitir a identificacdo da intensidade da reacdo vascular associada a neoplasia,
existéncia ou ndo de mineralizacdo distréfica e lipodistrofia. Para tal utilizou-se o

sistema de cruzes: (+) para reacdo discreta (um foco isolado e pequeno, que néo
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ocupe mais do que 1 HPF 400x); duas cruzes (++) moderada (um foco ocupando de
2 a 3 HPF 400x ou multiplos focos pequenos); e trés cruzes (+++) acentuada (mais

do que 4 HPF 400x, isolados ou multiplos).
5.2.5 Exame de imuno-histoquimica anti-FeLV

Os cortes histologicos de medula éssea previamente preparados em laminas
positivadas foram submetidos a recuperagdo antigénica por meio de incubacdo em
banho maria a 100°C por 40 minutos em tampao Tris-EDTA pH 9. As laminas
preparadas pela técnica da peroxidase foram previamente submetidas ao bloqueio
da peroxidase enddgena numa solucdo a 10% de peréxido de hidrogénio (30 vol.)
em metanol durante 10 minutos. O bloqueio das reac¢fes inespecificas foi realizado
com leite desnatado em p6 (Molico®) diluido a 5% em &agua destilada, durante 20
minutos em temperatura ambiente. O anticorpo primario anti-FeLV gp70 (Serotec®)
foi diluido na proporcéo de 1:500 em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), e
submetido a incubagdo em camara umida por 1h30min a 37° C.

Posteriormente os cortes foram incubados com polimero MACH 4 AP
universal (Biocare Medical®), para a técnica de fosfatase, e MACH 4 HRP (Biocare
Medical®), para a técnica da peroxidase, durante 15 minutos na primeira etapa
(sonda) e 30 minutos na segunda etapa (polimero). Os cortes submetidos a técnica
da fosfatase foram revelados com o cromégeno Warp Red™ (Biocare Medical®) e
para a peroxidase, revelados com DAB (DakoCytomation®), ambos contra-corados
com Hematoxilina de Harris. Controles positivos foram inseridos simultaneamente as
laminas testadas. Para catalogacado utilizou-se o sistema de cruzes para denotar a
intensidade da marcacao, sendo uma cruz (+) para marcacao discreta, duas cruzes

(++) moderada e trés cruzes (+++) acentuada.
5.2.6 Catalogacao dos dados e anédlise estatistica

Todos os dados obtidos por meio do levantamento retrospectivo e prospectivo
foram compilados em tabelas de contingéncia no software Excel para realizacédo de
analise descritiva e inferencial. A classificacdo de idade foi realizada por faixas
etarias em filhote, com o tempo de vida contido no periodo de até 1 ano de idade ou
12 meses, adulto, cuja idade seja maior ou igual a 1 ano ou 12 meses, nao

excedendo 11 anos ou 132 meses, e idoso, com idade igual ou superior a 11 anos
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ou 132 meses (TRAPP et al., 2010). Testes de média foram realizados através de
analise de teste T, com intervalo de confianca de 95% (p=0,05) com auxilio do

software estatistico SigmaPlot® 12.0.

5.3 RESULTADOS

Durante o estudo retrospectivo foram recuperados dados de 26 gatos com
leucemia e no estudo prospectivo 11, totalizando 37 animais. Quanto ao género,
54,05% (20/37) eram machos, 43,24% (16/37) fémeas e um animal (2,7%, 01/37)
ndo possuia informagéo sobre o género. A média e a mediana de idade foram de 5,5
e 4 anos, respectivamente, onde 2,7% (1/37) eram filhotes, 72,97% (27/37) adultos,
10,81% (4/37) idosos e em 13,51% (5/37) ndo havia informacdes sobre a idade. As
meédias de idade de acordo com o género estdo dispostas na Tabela 8. Somente
dois animais possuiam raca definida, um persa e um siamés, representando 2,7%

(1/31) cada, os demais (94,54%) eram gatos sem raca definida (SRD).

Tabela 8 - Distribuicdo dos gatos domésticos com leucemia de acordo com a idade e
0 género

A Frequéncia Idade (anos
Genero (N) ) (%) Média DP! ( Ml'n?z Max.2
Macho 20 54,05 4,932 3,07 2 11
Fémea 16 43,24 6,362 3,47 1 12
NI* 1 2,7 - - 3 3

1Desvio padrdo, 2idade minima e 3maxima. *N&o informado. 2Letras mindsculas iguais entre as
categorias indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias (p=0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Perda de peso progressiva, inapeténcia, letargia, anorexia, vomito,
linfadenomegalia, febre, hemorragias e palidez foram as principais alteracdes
clinicas apontadas nos histdricos, independendo do tipo ou curso de leucemia.

A avaliacdo histopatolégica dos gatos demonstrou que as leucemias
mieloides com, ocorreram com maior frequéncia (56,76%, 21/37) em relacdo as
linfoides (43,24%, 16/37), bem como as de curso agudo prevaleceram (72,97%,
27/37) as de curso crbnico (27,03%, 10/37).

A LLA compreende 93,75% (15/16) dos casos de origem linfoide com idade
meédia de 4,3 anos, contrastando com apenas um caso de LLC (6,25%) em um gato
de cinco anos. As LMA totalizaram 57,14% (12/21) dos casos de origem mieloide,
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sendo a idade média de ocorréncia de 5,9 anos. As LMC compreendiam 42,86%

(09/21), com média de idade de 7,2 anos, conforme observado na Figura 8.

Figura 8 - Porcentual (%) de gatos domésticos acometidos por leucemia de acordo
com a idade (em anos)

25%

15,63%

6,25% 6,25% 6,25%

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Na avaliacdo macroscopica, 0S escores corporais caguético e magro foram
predominantes, com 24,32% (09/37) e 27,03% (10/37) dos casos. No estudo
retrospectivo, a informacgao sobre o escore corporal ndo estava presente em 32,43%
(12/37). Todos os animais submetidos a necropsia no estudo prospectivo e oito
animais do estudo retrospectivo demonstravam palidez acentuada das mucosas
(Figura 9 A). Também eram achados frequentes hipoviscosidade sanguinea (Figura
9 B), edema pulmonar, algumas vezes acompanhado por hemorragias, petéquias
em mucosas e visceras (Figura 9 C), esplenomegalia variando de moderada a
acentuada (Figura 9 D), hepatomegalia e evidenciacdo do padrdo lobular hepatico
(Figura 9 E), lipidose hepatica, além da intensa palidez da medula éssea (Figura 9
F). Nos gatos do estudo retrospectivo, a viscosidade sanguinea nao foi especificada
nos relatérios de necropsia. Um compilado das alteracdbes macroscépicas
observadas esta exposto na Tabela 9.

Secundariamente a leucemia, em dois casos observaram-se pneumonia, uma
associada a Pseudomonas sp. e outra associada a Toxoplasma gondii. Também
foram encontrados dois casos de dermatite e paniculite supurativas, um flegmao,

duas Ulceras orais e duas Ulceras glossais.
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Figura 9 - AlteracGes macroscépicas em gatos domésticos com leucemia: (A) Palidez acentuada de
mucosas em leucemia mieloide aguda. FEmea, 8 anos. (B) Hipoviscosidade sanguinea em leucemia
mieloide crénica. Macho, 4 anos. (C) Meninges com multiplas petéquias em superficie subcapsular
em leucemia mieloide aguda. Fémea, 4 anos. (D) Esplenomegalia acentuada em leucemia mieloide
aguda. Fémea, 10 anos. (E) Infiltracdo leucémica em figado com hepatomegalia, acentuacdo de
padrdo lobular e lipidose difusa em um caso de leucemia linfoide crénica. Macho, 5 anos. (F) Medula
O0ssea com intensa palidez em leucemia mieloide crénica. Macho, 6 anos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Tabela 9 - Alteracdes macroscoépicas observadas em gatos domeésticos de acordo
com o tipo de leucemia

Alteracoes Tipo de Leucemia* Total de casos
Macroscopicas LLA LLC LMA LMC
Escore corporal
Caquético 2 - 2 5 9
Magro 4 1 3 2 10
Regular 4 1 5
Obeso - - 1 - 1
Alteragdes sistémicas
Ictericia 3 - 1 1 5
Hemorragias 2 - 7 - 9
Hipoviscosidade sanguinea 4 1 3 3 11
Pele e Mucosas
Ulceras orais 2 - 1 1 4
Palidez de mucosas 8 - 6 5 19
Torax
Hidrotorax 2 - - 1 3
Edema pulmonar 10 1 9 6 26
Trombose pulmonar 1 - - 1
Hidropericardio 2 - 3 - 5
Abdome
Ascite 2 - 3 3 8
Palidez de 6rgaos 2 - - 1 3
Esplenomegalia 7 - - 3 10
Hiperplasia de polpa branca esplénica 1 - 3 1 5
Lipidose hepatica 4 1 2 1 7
Hepatomegalia - 1 - - 1
Padréo lobular hepatico evidente 10 1 7 4 21
Ulceras gastricas - - 1 1 2
Infartos renais 2 - - - 2
Linfadenomegalia 5 1 2 2 10
Medula 6ssea
Palidez 3 - 1 1 5

*LLA: Leucemia linfoide aguda, LLC: Leucemia linfoide crénica, LMA: Leucemia mieloide aguda, LMC:
Leucemia mieloide crénica. -: Valor igual a 0;
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Na avaliacao histolégica da medula 6ssea, frequentemente observou-se em
todos 0s casos a substituicdo do parénquima medular normal por células
neoplasicas atipicas. Nas LLA praticamente todo o parénquima da medula éssea era
substituido por linfécitos neoplasicos predominantemente grandes, com nucleos
amplos, com cromatina em arranjo frouxo e difuso, evidenciando no maximo dois
nucléolos de grande tamanho e centrais. Dificilmente eram observados precursores
monoblasticos, granuloblasticos, eritroblasticos ou tromboblasticos (Figura 10 A, B).
Na LLC, os linfécitos neoplasicos observados se assemelhavam aos normais, eram
pequenos com atipia leve a moderada (Figura 10 C). Observaram-se também

megacariécitos ocasionais, em pequenos grupos com atipia leve.
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As LMA demonstravam um parénquima repleto por células blasticas atipicas
cuja linhagem variavam entre os casos. Decorrente da hipercelularidade, a medula
O0ssea apresentava um padrdo compacto e mondtono em menor aumento.
Predominavam promielécitos, monoblastos e granulobladstos amplos e primitivos, os
ndcleos eram centrais a periféricos, algumas vezes reniforme e com cromatina
variavel, com um a dois nucléolos distribuidos de forma aleatdria no nucleo. Em
alguns casos, observou-se proliferacdo de precursores eritroides constituidos por
eritrobldstos amplos, hipereosinofilicos e multinucleados (Figura 10. D), e
megacariociticos, com grandes agrupados de tromboblastos imaturos,
principalmente ao redor de vasos (Figura 10. E). Em algumas LMA era possivel
observar grande quantidade de eosindfilos maduros e imaturos, além de
megacariocitos pequenos (micromegacariocitos) ou com nucleo hipolobulado,
algumas vezes realizando emperipolese, principalmente de células granulociticas
préximas da maturacao.

Na LMC também havia aumento exacerbado de células blasticas, porém sem
0 aspecto monoétono das LMA. As células granulociticas e trombociticas
predominavam, e varios estagios de desenvolvimento celular eram visiveis. A série
eritroide era a mais escassa e grupos de megacariocitos atipicos eram frequentes,
algumas vezes realizando emperipolese (Figura 10. F).

Quanto ao nimero de mitoses as LLA e LMC demonstraram maior média em
relacdo as demais, 0 que esta representada na Tabela 10. Identificou-se fibrose
medular em 37,84% (14/37) dos casos, 50% (07/14) estavam associados a LMC,
28,57% (04/14) a LMA, 14,29% (02/14) a LLA e 7,14% (01/14) a LLC. Em 94,59%
(35/37) dos casos havia lipodistrofia acentuada, nos outros casos 5,41% (02/37) era
moderada, ambos de LMA.

Tabela 10 - Distribuicdo da média de mitoses de acordo com o tipo de leucemia

Leucemia (n) Figuras de Mitose

Média DPp? Min.2 Max.3
Leucemia Linfoide Aguda (15) 0,713 0,57 0,1 25
Leucemia Linfoide Cronica (1) 0,4 - 0,4 0,4
Leucemia Mieloide Aguda (12) 0,5 0,362 0,2 1,3
Leucemia Mieloide Crénica (9) 0,788 0,615 0,2 2,3

1Desvio padrdo; 2NUumero de mitoses minimo e 3Maximo
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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Figura 10 - Caracterizacdo histopatoldgica das leucemias em gatos: (A) Leucemia linfoide aguda,
grande quantidade de linfoblastos médios e grandes. Macho, 4 anos. (B) Leucemia linfoide aguda,
grandes linfdcitos neoplasicos substituindo todo o parénquima medular. Macho, 6 anos. (C) Leucemia
linfoide crdnica, linfécitos maduros substituindo o parénquima medular, e megacariécito hipolobulado
atipico (cabeca de seta). Macho, 5 anos. (D) Leucemia mieloide aguda, grande quantidade de
precursores eritroides em varios estagios de maturacdo (cabeca de seta branca) e megacaridcito
multinucleado n&o lobular (cabe¢a de seta preta). Macho, 2 anos. (E) Leucemia mieloide aguda,
intensa proliferacdo de megacariocitos atipicos e micromegacariocitos (cabeca de seta). Macho, 6
anos. (F) Leucemia mieloide cronica, grande quantidade de megacarioticos realizando emperipolese
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Em todos os casos avaliados foram observadas células neoplasicas no limen
de vasos sanguineos em diversos orgaos, em quantidades que variavam de leve
(40,54% - 15/37), moderada (43,24%, 16/37) e acentuada (16,25%, 6/37). O figado
foi o 6rgdo com maior numero de infiltracbes (83,78%, 31/37) que predominavam na
regido portal em 54,84% (17/37) (Figura 11 A), em 19,35% (06/37) abrangia as
regides portal e mediozonal, e 25,81% (08/37) em regido portal e sinusoides (Figura
11 B). Diferente das leucemias linfoides, onde as células possuem maior adeséao,
nas leucemias mieloides as células se afastavam mais entre si (Figura 11 C).

O segundo 6rgdo com maior infiltracdo foi o baco (56,76%, 21/37) e essa
ocorreu de forma difusa na polpa branca e vermelha (Figura 11 D), seguido pelos
pulmdes (45,95%, 17/37) predominantemente ao redor de brénquios, bronquiolos e
capilares. Nos rins (40,54%, 15/37) ocorreu principalmente na regido corticomedular
e envolta de vasos sanguineos, enquanto nos linfonodos (29,73%, 11/37) foi de
forma difusa; no coracdo (21,62%, 8/37) envolta de vasos. No encéfalo (18,92%,
07/37), foi observado normalmente em meninges, entretanto, o neurdpilo também
era acometido, algumas vezes demonstrando malacia e hemorragia (Figura 11 E); e
no intestino infiltrou-se envolta de vasos (8,11%, 03/37). Hematopoese extramedular
em figado, baco e linfonodos ocorreu em todas as leucemias, variando normalmente
de leve a moderada (Figura 11. F). O percentual de infiltracdes relacionando os
orgdos com o total de individuos por género, faixa etaria e tipo de leucemia estédo
descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Relacdo dos 6rgdos com infiltragdo neoplasica sobre o total de gatos
por faixa etaria e tipo celular da leucemia

RGAOS!
IDADE (n) BACO CORACAO  ENCEFALO FiGAg)o © ISTSESTINO LINFONODO PULMAO RINS
Filhotes (01) - - - 100% - - - -
Adultos (27) | 37,04% 25,93% 25,93% 8519% 11,11%  33,33%  44,44% 40,74%
Idosos (04) 50% - - 100% - - 50% 20%
NI (5) - 20% - 60% - 40% 60% 60%
TIPO (n)
LLA (15) 73,33% 40% 26,67% 100% 20% 40% 53,33% 60%
LLC (01) - - - 100% - 100% - -
LMA (12) 66,67% 16,67% 16,67% 66,67% - 16,67%  58,33% 33,33%
LMC (09) 37,50% - 11,11%  77,78% - 25% 22,22% 25%

Valores elaborados com base no total de individuos idade e tipo celular; NI: Nao identificado; -:
Auséncia de infiltracdes. LLA: Leucemia linfoide aguda, LLC: Leucemia linfoide cronica, LMA:
Leucemia mieloide aguda, LMC: Leucemia mieloide crénica

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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Figura 11 - Caracterizagdo histoldgica e infiltrativa da leucemia em gatos domésticos: (A) Infiltracéo
acentuada e multifocal de leucemia linfoide aguda em regido de triade portal (cabeca de seta).
Macho, 2 anos. (B) Leucemia linfoide aguda infiltrando e distendendo sinusoides hepaticos (cabega
de seta). Macho, 2 anos. (C) Leucemia mieloide aguda infiltrando em figado com aspecto dissociado
das células neoplasicas. Macho, 2 anos. (D) Leucemia linfoide aguda difusa no parénquima
esplénico. Macho, 6 anos. (E) Leucemia linfoide aguda em cortex do cerebelo com hemorragia e
malécia (cabec¢a de seta branca), além da infiltracdo neoplasica (cabeca de seta preta). Macho, 6
anos. (F) Leucemia mieloide aguda: ba¢co com megacaridcitos tipicos realizando hematopoese
extramed seta). Fém ano
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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Nos exames de IHQ anti-FeLV das medulas 6sseas com leucemia, 78,38%
(29/37) demonstraram-se positivos conforme descrito na Tabela 12. Houve
marcacgao discreta em 35,14% (13/37) dos casos, moderada em 29,73% (11/37) e
acentuada em 13,51% (5/37). Todos os 10 animais previamente testados e positivos
para FeLV por ELISA, sete possuiam positividade simultdnea na IHQ. No total houve
marcacao positiva anti-FeLV em 77,78% (7/9) das LMC (Figura 12 A C, D); 66,67%
(8/12) das LMA (Figura 12 B, D) e 86,67% (13/15) das LLA (Figura 12 F), além do
Unico caso de LLC.

Tabela 12 - Imuno-histoquimica e ELISA para o virus da leucemia felina (FeLV) em
gatos com leucemia de acordo com género e idade

Animal Género Idade (anos) Leucemia* ELISA IHQ?
F1 M -1 LMA -
F2 F 4 LLA +
F3 M 6 LMC ++
F4 M 2 LMA +++
F5 F 2 LMC -
F6 F 7 LMA ++
F7 M 9 LLA +
F8 M 5 LLA ++
F9 F 10 LLA ++
F10 F 10 LMA +++
F11 M - LMA ++
F12 M - LLA ++
F13 M 11 LMC + -
F14 -1 3 LLA +
F15 M 2 LMA 4+
F16 F 2 LLA + -
F17 F 1 LLA +
F18 F 11 LMA + +
F19 F - LLA +
F20 M 6 LMC + +
F21 M 11 LMC ++
F22 F 8 LMA +
F23 F 12 LMC +
F24 M - LMA -
F25 M 6 LLA + ++
F26 M 6 LLA +
F27 M 2 LMA -
F28 F 4 LMC +
F29 M 2 LLC +
F30 F 9 LMC ++
F31 M 2 LLA + +++
F32 F 4 LMC + ++
F33 M 4 LLA +
F34 M 3 LLA + +H+
F35 F 7 LMA + ++
F36 M 2 LLA + -
F37 F 4 LMA . -

a-: marcagdo ausente, +: leve, ++: moderada, +++: acentuada. ** LLA: Leucemia linfoide aguda, LLC:
Leucemia linfoide cronica, LMA: Leucemia mieloide aguda, LMC: Leucemia mieloide crbnica. **: FA:
Fosfatase Alcalina (AP), PR: Peroxidase (HRP). 1-: InformagGes ndo recuperadas; ....ELISA para
FeLV néo realizado; M: macho, F: fémea

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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Figura 12 - Imuno-histoquimica para o virus da leucemia felina (FeLV) em gatos domésticos com
leucemia: (A) Marcagdo acentuada em leucemia mieloide cronica. Macho, 2 anos. (B) Marcagéo
moderada em leucemia mieloide aguda. Fémea, 7 anos. (C) Marcacdo leve em leucemia mieloide
cronica. Fémea, 4 anos. (D) Marcagéo acentuada em leucemia mieloide aguda. Fémea, 2 anos. (E)
Marcacdo moderada em leucemia mieloide crénica. Macho, 11 anos. (F) Marcacdo acentuada em
leucemia linfoide aguda. Macho, 2 anos (Polimero ligado a fosfatase alcalina [MACH 4 AP],

cromogeno Red Warp®)
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5.4 DISCUSSAO

Em gatos, as leucemias sdo mais comuns do que nas outras espécies,
ocupando cerca de um terco de todos os tumores hematopoiéticos, as quais dois
tercos sdo de origem mieloide e o restante linfoide (WEISS, 2006; MORRIS;
DOBSON, 2008; NELSON; COUTO, 2010; VALLI; BIENZLE; MEUTEN, 2017). Os
dados que obtivemos nesta pesquisa vao de acordo com a literatura e demonstram
uma proporcao entre mieloide/linfoide de aproximadamente 2/1.

A prevaléncia de FeLV no Brasil nas diferentes regides varia de 8% a 47,5%
(TEIXEIRA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2012; BIEZUS, 2017; LACERDA et al.,
2017; POFFO et al.,, 2017) e, recentemente, um estudo realizado na regido de
Lages-SC, onde foi realizada esta pesquisa, demonstrou prevaléncia de 22,26%
(61/274) e apontou importantes falhas nas medidas de controle e prevencdo da
infeccdo, como manejo populacional, livre acesso a rua e baixa adesdo de
programas vacinais (BIEZUS, 2017). A alta prevaléncia de FeLV nos gatos na
localidade deste estudo, em associacdo a positividade de aproximadamente 80%
das leucemias para FelLV, indicam a intensa relacdo entre a infeccdo e o
desenvolvimento das leucemias.

Apesar de ndo constar nos historicos, a maior parte da populacdo avaliada
era composta por gatos inteiros, ndo vacinados, resgatados e com livre acesso a
rua, fatores de risco para a infecgao pelo FeLV (YILMAZ; ILGAZ; HARBOUR, 2000;
GLEICH; KRIEGER; HARTMANN, 2009; MUCHAAMBA et al., 2014; BIEZUS, 2017;
HAGIWARA; LACERDA et al.,, 2017; POFFO et al., 2017). Além de explicar a
relacdo entre os virus e as leucemias, os dados de prevaléncia e a positividade da
IHQ anti-FeLV, reforcam a necessidade da implantacdo de medidas profilaticas e de
controle do FeLV.

No presente estudo, houve positividade para FeLV em 66,67% dos casos de
LMA, 77,78% de LMC, 87% dos gatos com LLA e no caso unico caso com LLC,
semelhante a outros trabalhos que encontraram associacdo com o FeLV em cerca
de 80% das leucemias mieloides e cerca de 60 a 70% nas linfoides (FRANCIS;
COTTER; HARDY, 1979; COMAZZI et al., 2000; MUNOZ, 2005; PRIHIRUNKIT;
NARKKONG; APIBAL, 2008; HISASUE et al., 2009; MARTINS et al., 2011; SHIRANI
et al., 2013; DAVIS; HUME; STOKOL, 2017).
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Existem poucos relatos sobre leucemias mieloides em gatos, nos quais as
idades variam de poucos meses de vida até oito anos (citando média de quatro anos
de idade) e predominam em machos (COMAZZI et al., 2000; MUNOZ, 2005;
HISASUE et al., 2009; MARTINS et al., 2011; DAVIS; HUME; STOKOL, 2017). No
presente estudo, os gatos com LMA apresentavam média de idade ligeiramente
superior aos com LLA. Pesquisas apontam meédias superiores de idade em LMA
também em cédes e equinos, variando de cinco a 11 anos (COOPER et al., 2017;
DAVIS; HUME; STOKOL, 2017; MORRIS; DOBSON, 2008).

As LLA sdo muitas vezes associadas a linfocitos do tipo T e sdo agrupadas
aos linfomas linfoblasticos, principalmente quando essas células tumorais se
infiltram na medula 6ssea (WEISS, 2006; VALLI, 2007; HARVEY, 2012; DAVIS;
HUME; STOKOL, 2017), entretanto, na auséncia de massas tumorais externas ao
canal medular o termo LLA se torna mais adequado. Acredita-se que 60 a 80%
destes casos estejam associados a infeccao pelo FeLV (VAIL; KAREN, 2006). Foi
observada elevada associacdo do FelLV nas LLA, ao contrario do observado por
Valli et al. (2000), que observou poucos casos de leucemia linfoide, a maioria em
gatos FeLV negativos. Acredita-se que essa diferenca decorra da alta prevaléncia de
FeLV na localidade onde realizou-se o presente trabalho, além dos animais
possuirem média de idade inferior, sendo mais susceptiveis a infeccdo e propensos
a desenvolverem leucemia (HOOVER et al., 1976; BIEZUS, 2017).

Um levantamento de doencas linfoproliferativas em gatos demonstrou
proporcao entre LLA e LLC aproximada de dois para um (VALLI et al., 2000),
diferente deste estudo que demonstrou proporcédo de 15 para um. O Unico caso de
LLC foi diagnosticado em um gato adulto positivo para FelLV por IHQ e ELISA,
condicao essa ja relatada (KYLE; WRIGHT, 2010). A LLC geralmente tem maior
associacdo ao envelhecimento do que a infeccdo pelo FeLV (TEBB et al., 2004,
CAMPBELL; HESS; WILLIAMS, 2013). Em humanos as evidéncias apontam que
estimulacdes antigénicas e auto-antigénicas em conjunto com citocinas e interacao
intercelular sdo fatores promotores da proliferacdo dos linfécitos neoplasicos da LLC
e impedem que realizem apoptose (BORCHE et al., 1990; CHIORAZZI; RAI,
FERRARINI, 1995; DOHNER et al., 2000). Com base nestas informagdes, concorda-
se com a hipétese de que o FelLV é capaz de originar a LLC, em decorréncia das
alteracdes a nivel gendémico, inclusive em associagdo com fatores farmacologicos,

toxicos e ambientais. Visto a raridade dos casos de LLC, principalmente associadas
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ao FelV, investigacdes especificas no DNA seriam indispensaveis para confirmacao
desta afirmacéo hipotética.

Neste estudo, observaram-se casos de pneumonia associados a T. gondii e
Pseudomonas sp., além de lesGes cutdneas e glosais bacterianas, o que estdo
diretamente associados a ocorréncia mutua ou isolada da supressao imunoldgica
promovida pelo FeLV e a insuficiente producédo de células imunocompetentes pela
medula nos casos de leucemia, sendo fatores que implicam diretamente na reducao
da qualidade de vida e podem promover o Obito (LINENBERGER et al., 1995).
Enfermidades secundarias provocadas por patdégenos oportunistas (virus, fungos,
bactérias e protozoarios), tal como rinotraqueite e calicivirose felinas, aspergilose
(Aspergillus sp.), micoplasmose (Mycoplasma haemofelis) e toxoplasmose (T.
gondii), ja foram relacionadas a leucemia em gatos (LINENBERGER et al., 2005;
HISASUE et al., 2009; ALMEIDA et al., 2016).

Em todos os casos de leucemia linfoide, foram identificadas infiltraces
neoplasicas nos pulmdes, tornando mais aceitavel a relacdo do edema a estase de
células neoplasicas nos capilares pulmonares, juntamente com o quadro de anemia
intensa e disfuncfes hepaticas associadas a neoplasica. As efusdes pleurais podem
estar atreladas as infiltracbes neoplasicas de parénquima pulmonar e pleura e
obstrucdes de vasos linfaticos do torax, mas principalmente as infeccbes
concomitantes (FAIZ; SAHAY; JIMENEZ, 2014). Os quadros de ascite estdo
igualmente relacionados aos fatores sistémicos citados no edema pulmonar
(MURAKAMI; SHIMIZU, 2013; FAIZ; SAHAY; JIMENEZ, 2014).

Alteracbes macroscopicas promovidas por disfuncdes da pressao vascular
foram frequentes, tais como edema pulmonar e ascite. Em humanos, o edema
pulmonar esté relacionado principalmente a toxicidade dos quimioterapicos sobre o
endotélio vascular (CHOI et al., 2014), diferente do observado nesta pesquisa em
gue nenhum dos animais foi tratado para leucemia.

As hemorragias e tromboses ocorrem com relativa frequéncia nas leucemias,
e estdo associadas a grande mortalidade em humanos, principalmente associado
com tratamentos quimioterapicos (LINENBERGER et al., 1995; BARBUI; FALANGA,
2005; LEE, 2010). A leucemia tem forte influéncia sobre a producdo de fatores pro-
coagulatérios (PCA), em especial Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e
Interleucina 1-beta (IL-1B), e promove alta atividade fibrinolitica e proteolitica através
das células leucémicas (BARBUI; FALANGA, 2005; RICKLES et al., 2007). Nos
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gatos investigados neste trabalho, foram observados poucos casos de distarbios
hemorragicos, porém sabe-se que nenhum dos animais foi submetido a tratamento
quimioterapico, que é o principal promotor da trombocitopenia. Acredita-se que 0s
casos observados neste trabalho estdo diretamente relacionados as alteracdes
morfolégicas dos megacariocitos e as obstrucdes vasculares causadas por émbolos
neoplasicos e que decorrem em acidentes hemorragicos.

Os eosinofilos observados em varias LMA ja foram descritos em gatos
(GELAIN et al.,, 2006; GILROY et al., 2011). A associacdo dos eosindfilos aos
processos leucémicos é consequéncia da producéo de fatores eosinofilopoéticos e
eosinotaxicos pelas células clonais (CATOVSKY; GALTON, 1980; ISHIBASHI et al.,
1986; GILROY et al., 2011). Emperipolese megacariocitica também foi observada
em alguns casos de LMA e LMC, esse processo biolégico anébmalo, sem atividade
lisossomal, é frequentemente associado as neoplasias hematopoiéticas e ndo possui
significancia clinica conhecida (LEE, 1989; RASTOGI et al., 2014).

Microscopicamente, as infiltracbes hepaticas margeavam espacgos portais e
ocasionalmente expandiam até a regido mediozonal, evidenciando o padréo lobular.
Essas alteracbes hepaticas ocorreram mais intensamente nas LLA, formando
pequenas nodulacdes. Em seres humanos, a infiltracdo das leucemias agudas pode
ou ndo promover alteracdes clinicas, como a ictericia (MURAKAMI; SHIMIZU, 2013).
Quanto a localizagéo, as linfoides tendem a predominar na regido portal (CESUR,;
TOPCUOGLU, 2004) e nas mieloides na regido portal e nos sinusoides (LITTEN;
RODRIGUES; MINIACI, 2006; MURAKAMI; SHIMIZU, 2013). Assim como
observado nesse estudo, a infiltracdo das leucemias agudas pode ser tdo massiva
qgue causa disfuncdo hepética levando a ictericia (CESUR; TOPCUOGLU, 2004;
LITTEN; RODRIGUES; MINIACI, 2006).

A hepatomegalia € considerada uma lesdo importante das LMC e a infiltrac&o
de células neoplésicas pode levar a disfuncdes de hepatocitos (FADERL et al., 1999;
VALLI, 2007). Nas LLC, a infiltracdo tende a ser mais agressiva, possibilitando a
ocorréncia de isquemias e infartos hepaticos pela obstru¢do das células neoplasicas
(MURAKAMI; SHIMIZU, 2013). Diferente da literatura, que aponta o aumento de
tamanho do figado decorrente de infiltragdo de células neoplasicas frequente nas
leucemias cronicas, nesta pesquisa a maior parte dos quadros de hepatomegalia
estava relacionado a lipidose hepatica em leucemias agudas, creditada

principalmente pelos disturbios alimentares abruptos e intensos.
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Células neoplasicas foram observadas com frequéncia em linfonodos, rins e
baco, principalmente nos quadros agudos, assim como demonstrado em outros
gatos (COMAZZI et al., 2000; MARTINS et al., 2011; SHIRANI et al., 2013).
Normalmente a infiltracdo nestes Orgdos € concomitante a hematopoese
extramedular, devido a disfuncdo medular intensa (COMAZZI et al., 2000; SHIRANI
et al., 2013). Infiltracbes em coracao, pulmdes e intestinos sdo pouco relatadas em
gatos, em humanos normalmente estdo relacionados com LLA e menos frequente
em LMA (BARBARIC et al., 2002; POTENZA et al., 2003; MALBORA et al., 2010;
WERNER et al., 2016), semelhante ao observado neste trabalho, indicando que as
LLA possuem intensa capacidade infiltrativa também na espécie em questdo. O
encéfalo € um importante local de infiltracdo de leucemias em humanos, porém,
assim como observado neste estudo, 0s sinais neurolégicos sdo incomuns
(RATTERMAN et al., 2014; STRATI et al., 2016).

Trés dos dez animais positivos para FeLV por ELISA nado foram positivos por
IHQ. Resultados negativos na IHQ em animais previamente positivos no ELISA nao
permitem descartar que o processo neoplasico esta associado a infeccéo pelo FelLV,
ja que a insercdo do DNA proé-viral pode promover a neoplasia mesmo apés a
eliminacdo completa do virus, ou até mesmo que estejam associados a mecanismos
oncogénicos nao-agudos associados a infeccdo por FIV (FUJINO; OHNO;
TSUJIMOTO, 2008; MAGDEN; QUACKENBUSH; MAJOR et al, 2010;
FIGUEIREDO; ARAUJO JUNIOR, 2011; HARTMANN, 2012b; SYKES; HARTMANN,
2014). Um destes animais era parte do estudo retrospectivo, ndo permitindo
descartar que o ELISA tinha sido realizado distante do momento do 6bito, ou que
houve manutencdo prolongada em formol antes do processamento, interferindo na
avaliacao IHQ (WEBSTER et al., 2009).

5.5 CONCLUSAO

Nesse estudo observou-se que as leucemias mieloides ocorreram com maior
frequéncia que as linfoides e em animais com média de idade ligeiramente superior,
e as leucemias de cursos agudos (para ambos os tipos celulares) predominaram
sobre as de curso cronico. As leucemias infiltram-se principalmente em figado, baco
e linfonodos, e o comportamento das linfoides e mieloides agudas tem maior

agressividade em comparacao as cronicas. As alteragdes macroscépicas sdo pouco
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especificas, ocasionalmente observa-se palidez de mucosas e alteracdes
decorrentes de distirbios hemodinamicos (edema pulmonar, efusdo pleura e ascite)
e alimentares, como caquexia e lipidose hepatica.

Os dados obtidos através da IHQ anti-FeLV permitem afirmar que a maior
parte das leucemias dos gatos da regido de Lages-SC ainda tem intima associacao

com o FelLV, sendo necessario a implantacdo de medidas de controle e profilaxia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os linfomas multicéntricos e mediastinais foram os tipos histolégicos mais
frequentes e os alimentares 0s que menos ocorreram nos gatos avaliados neste
estudo. Linfomas de grau alto e intermediario foram o0s mais frequentes,
principalmente os de células pequenas néo clivadas (LCPnc) e mistos difusos (LMd);

Houve alta positividade dos linfomas para o FeLV nos tumores multicéntricos
e mediastinais, dos tipos LCPnc e LMd. Os gatos adultos foram mais positivos na
IHQ devido aos habitos reprodutivos que os expde amplamente aos diversos fatores
de risco para infeccéo pelo FelLV;

Efusdo pleural, ascite, atelectasia e edema pulmonar, hepatomegalia e
lipidose foram as principais alteragdes observadas em animais com linfomas e na
maioria dos casos estavam diretamente relacionadas com o local de origem ou com
compressao de estruturas adjacentes;

As leucemias mieloides foram mais frequentes do que as linfoides, entretanto
as alteragcbes anatomopatoldgicas mais importantes estavam relacionadas as
linfoides em decorréncia do maior potencial infiltrativo das células;

O curso das leucemias, mieloides e linfoides, foi predominantemente agudo,
porém quadros de leucemia mieloide cronica também ocorreram com frequéncia, se
comparado a leucemia linfoide cronica,;

Houve intensa associagao das leucemias com o FeLV, mais pronunciada nas
linfoides agudas em animais adultos;

Alteracbes macroscopicas em leucemias eram pouco especificas, sendo
observado efusdo pleural, ascite, hepatomegalia e lipidose hepética. Palidez de
mucosas, hipoviscosidade sanguinea e esplenomegalia eram outros achados
frequentes;

A alta associagcdo observada entre a infeccdo pelo FeLV com o
desenvolvimento dos linfomas e das leucemias demonstra a necessidade de
intervencgdes que prospectem medidas de controle e profilaxia viral, além de manejo

populacional e conscientizag&o dos tutores dos gatos.
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