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RESUMO

Os virus da leucemia (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV) sdo dois dos mais
importantes e debilitantes patdgenos para a espécie felina, cujo diagnéstico se baseia
principalmente em ensaio imunoenzimatico (ELISA) e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A imunocitoquimica (ICQ) anti-FeLV e anti-FIV € uma técnica direta
e rapida, mas ndo ha estudos que determinem a sua eficiéncia diagndstica. Este
trabalho objetiva padronizar e verificar a eficiéncia da técnica de imunocitoquimica de
aspirados de medula 6ssea e comparar com as técnicas de ELISA e nested-PCR, e
demonstrar as caracteristicas da avaliacdo medular em animais clinicamente
saudaveis. Foram selecionados 188 gatos, sem restricdes quanto a raca, género,
idade e condicdo de saude, dos quais foram colhidas amostras de medula 6ssea para
realizacdo de ICQ anti-FeLV gp70 e anti-FIV p24 gag, e amostras de sangue total para
realizagdo de hemograma e testes de ELISA, para FeLV e FIV, e nested-PCR para
FeLV. Foi realizado diferencial de 500 células nucleadas da medula 6ssea em maior
aumento (x1000) e caracterizacao morfolégica de acordo com o descrito em literatura.
As informacdes obtidas foram distribuidas em tabelas de contingéncia, onde os dados
hematoldgicos, medulares 6sseos e epidemiol6gicos foram avaliados com estatistica
descritiva inferencial e a eficiéncia na deteccdo dos virus, em cada método de
diagnéstico utilizado, foi determinada pelo indice de concordancia de Kappa Cohen.
Dos 188 animais avaliados, 42% eram machos e 58% fémeas, com idade média de
19,3 (x17,57) meses. Para FeLV, 28,2% foram positivos em ao menos um dos testes,
com 26,6% positivos na PCR, 18,1% na ICQ e 11,2% no ELISA, com concordancia
substancial para entre ICQ com ELISA (k= 0,68) e com o PCR (k= 0,68). Dos gatos
testados para FIV, 4,3% foram positivos em ao menos um dos testes, com 3,2%
positivos na ICQ, 0,5% no ELISA e 0,5% em ambos os testes, com concordancia
regular entre os testes (k= 0,21). Na avaliagcdo quantitativa da medula 0ssea foram
observados valores distintos do preconizado pela referéncia atualmente utilizada, em
gatos clinicamente saudaveis com ou sem alteragcdes hematologicas. Esse trabalho
demonstra que a ICQ € uma técnica eficiente para o diagndstico de FeLV e FIV a partir
de amostras de medula 6ssea, além de apontar que a avaliagdo de medula 6ssea em

gatos é subjetiva e requer uma avaliagdo global do estado do paciente.

Palavras-chave: Medicina felina, retrovirus, mielopatia, aspirado medular
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SUMMARY

Feline Leukemia (FeLV) and Immunodeficiency virus (FIV) are two of the most
important and debilitating pathogens in cats, whose diagnosis is mainly based on
enzyme immunoassay (ELISA) and polymerase chain reaction (PCR).
Immunocytochemistry (ICC) anti-FeLV and anti-FIV is a direct and rapid technique, but
there are no studies to determine its diagnostic efficiency. This work aims to
standardize and verify the efficiency of the immunocytochemical technique of bone
marrow aspirates and compare it with the ELISA techniques for FeLV and FIV and
nested-PCR for FeLV diagnosis and demonstrate the characteristics of the bone
marrow evaluation in clinically healthy animals. One hundred and eighty-eight cats
were selected, without restrictions regarding race, gender, age and health, from which
bone marrow samples were collected to perform ICQ anti-FeLV gp70 and anti-FIV p24
gag, and whole blood samples to perform blood count and tests of ELISA, for FeLV
and FIV, and nested-PCR for FeLV. A differential of 500 nucleated bone marrow cells
at higher magnification (x1000) and morphological characterization was performed as
described in the literature. The information obtained was distributed in contingency
tables, where hematological, bone marrow analysis, and epidemiological data were
evaluated with inferential descriptive statistics, and the efficiency in virus detection, in
each diagnostic method used was determined by the Kappa Cohen concordance
index. Of the 188 animals evaluated, 42% were male and 58% female, with a mean
age of 19,3 months. For FeLV, 28.2% were positive in at least one of the tests, with
26.6% positive in PCR, 18.1% in ICQ and 11.2% in ELISA, with substantial agreement
for between ICQ and ELISA (k= 0.68) and with PCR (k= 0.68). Of the cats tested for
FIV, 4.3% were positive in at least one of the tests, with 3.2% positive in ICQ, 0.5% in
ELISA and 0.5% in both tests, with regular agreement between tests (k= 0.21). In the
guantitative assessment of the bone marrow, values different from those
recommended by the currently used reference were observed, in clinically healthy cats
with or without hematological alterations. This work demonstrates that ICQ is an
efficient technique for the diagnosis of FeLV and FIV from bone marrow samples, in
addition to pointing out that the evaluation of bone marrow in cats is subjective and

requires a global assessment of the patient condition.

Keywords: Feline medicine, retrovirus, myelopathy, marrow aspirate
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1 INTRODUCAO

Os virus da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV) sé&o
retrovirus de distribuicdo mundial com grande importancia para a medicina felina. De
forma geral, o FeLV tende a ser mais incidente em animais jovens e o FIV em animais
adultos a idosos (SYKES e HARTMANN, 2014). Ambos os virus estéo relacionados
com o desenvolvimento de inumeras enfermidades secundarias ao quadro de
comprometimento genético e imunoldgico desencadeado no animal, dentre elas estédo
0S processos neoplasicos, em sua maioria de origem hematopoiética, e as doencas
infecciosas bacterianas, protozoarias e fungicas (HARTMANN, 2012a, 2012b;
SELLON e HARTMANN, 2012; SYKES, 2014).

Devido a capacidade destes virus se disseminarem por diversos 0rgaos as
alteracdes clinicas associadas a infecdo sdo inumeras (HARTMANN, 2012a; SELLON
e HARTMANN, 2012). Um dos principais focos de migracao viral € a medula éssea,
orgdo com singular importancia na manutencéo da vida, dada a producdo constante
de células sanguineas e imunologicas (HARVEY, 2012a; HARTMANN, 2012a,
2012b). As alteracBes que esses virus promovem na medula éssea variam desde
leucemias, linfomas, necrose e mielodisplasias associadas ao FeLV (SHIMODA et al.,
2000; PRIHIRUNKIT et al., 2008; HISASUE et al., 2009; STUTZER et al., 2010;
HARVEY, 2012b), até altera¢gbes funcionais nos linfécitos, células dendriticas e da
série granulocitica, no caso do FIV (TERRY et al., 1995; TANABE e YAMAMOTO,
2001; HARTMANN, 2011; HARTMANN, 2012a; SELLON e HARTMANN, 2012).

Como consequéncia, espera-se a ocorréncia de alteracdes hematopoiéticas
concomitantes a infec¢do, que vao desde anemias arregenerativas, leucocitoses com
neutrofilia, linfocitose e/ou eosinofilia, até policitemia acentuada, producao
exacerbada de precursores hematopoiéticos atipicos e leucopenias intensas e nao
regenerativas (SHELTON et al., 1990; MANDELL et al., 1992; LINENBERGER e
ABKOWITZ, 1995; COLLADO et al., 2012; BIEZUS et al., 2019). Tanto as alteracoes
em medula 0ssea, quanto as hematoldgicas secundarias, requerem atencdo em
pacientes com suspeita de diagnostico positivo para FeLV ou FIV, sendo de grande
importancia a analise acurada dos resultados de hemograma e mielograma
(LINENBERGER e ABKOWITZ, 1995; HARVEY, 2012a, 2012b; BIEZUS et al., 2019)

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) € considerado o teste de

eleicdo para o diagndstico de FelV, principalmente devido a sua praticidade e
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capacidade de detectar a infeccdo durante a fase de viremia precoce. O teste permite
detectar o antigeno viral p27 do FeLV circulante na corrente sanguinea, e pode ser
realizado com sangue total, soro ou plasma (WILLETT e HOSIE, 2013). Apesar de
pratico, sabe-se que esse teste ndo consegue detectar animais fora da fase de
viremia, limitando o diagnostico das infeccbes regressivas (LEVY et al.,, 2008;
HARTMANN, 2012b). J4 o ELISA para deteccao da infeccéo pelo FIV ocorre a partir
da identificagdo de anticorpos contra o antigeno p24, entretanto, nas fases iniciais da
infeccdo o teste tende a ser ineficiente, ja que a producao de anticorpos € pequena e
morosa (SELLON e HARTMANN, 2012).

Para o diagndstico de animais na fase regressiva da infec¢éo pelo FelLV, pode-
se optar pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que busca identificar
diretamente o DNA proviral inserido no material genético da célula hospedeira
(WILLET e HOSIE, 2013). Entretanto, esse teste também pode demonstrar resultados
falso-negativos, associados a capacidade mutagénica do agente (SYKES e
HARTMANN, 2014). Para o FIV as limitac6es da PCR estéo associadas a baixa carga
viral ou a variabilidade genética, o que torna dificil a montagem de primers para 0s
multiplos subtipos virais (STEINRIGL e KLEIN, 2003). Além do ELISA e da PCR,
também é possivel utilizar a avaliacdo imuno-histoquimica (IHQ) anti-FeLV gp70 e
anti-FIV p24 gag, que identifica particulas virais diretamente no tecido da medula
0ssea. O principal limitante da IHQ é a obtencdo de material. Para esse exame, €
necessario o tecido integro para diagndstico, o que torna esse método mais factivel
para materiais provenientes de biopsias e necropsias.

Como alternativa a IHQ, existe a técnica de imunocitoquimica (ICQ), que pode
ser realizada com material obtido por meio de pun¢des de medula 6ssea e outros
diversos tecidos (LEONARDO; BARDALES, 2020), e desta forma possibilita a sua
execucao em animais vivos, com ou sem enfermidades concomitantes. Apesar das
vantagens imbuidas a ICQ, ndo h& ainda uma técnica descrita e padronizada para o
diagnostico de FelLV e FIV, comparando a sua eficiéncia em relacédo as técnicas de
ELISA e PCR, ja descritas. Desta forma é importante investigar a eficiéncia deste
método de diagnadstico e verificar a sua aplicabilidade para a determinacéo da infecgéo
por FeLV e FIV.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a eficiéncia da imunocitoquimica (ICQ) de punc¢édo de medula 6ssea na
deteccdo dos virus da leucemia (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV),
comparando com ELISA e PCR, além de caracterizar o diferencial e a morfologia
celular da medula 6ssea de gatos ndo-infectados e clinicamente saudaveis de acordo

com as alteracdes observadas em hemograma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Validar a técnica de ICQ como método de diagnostico da infec¢édo por FeLV
e FIV;

b. Comparar a eficiéncia da ICQ com as técnicas de ELISA e nested-PCR para

diagndstico da infeccao por FelV;

c. Comparar a eficiéncia da ICQ com a técnica de ELISA para diagnéstico da

infeccdo por FIV,

d. Avaliar a medula 6ssea dos gatos e de acordo com as alteracfes observadas

nos exames hematolégicos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os retrovirus estdo entre 0s mais importantes patégenos promotores de
enfermidades em animais da espécie felina, sejam elas de ordem neoplésica,
mielodisplasica ou decorrentes de imunossupressdao (HARTMANN, 2012a; SELLON;
HARTMANN, 2012; SYKES; HARTMANN, 2014). Os dois representantes dessa
familia viral mais importantes para os gatos sao os virus da leucemia (FeLV) e da
imunodeficiéncia felina (FIV). Animais infectados por esses virus podem apresentar
comportamentos distintos, desde quadros de imunossupressao intensos e
persistentes, até neoplasias distintas, como linfomas, leucemias e sarcomas
(REINACHER, 1989; BEATTY et al., 1998; HARTMANN, 2012a)

A condicéo clinica do animal infectado por esses retrovirus varia de acordo com
o desenvolvimento da infeccdo e pode ser grave, com 6bito em cerca de trés anos
devido as coinfeccdes, lesdes irreversiveis nos precursores mieloides, entre outros
(REINACHER, 1989; BEATTY et al., 1998; MORRIS e DOBSON, 2008; NELSON e
COUTO, 2010; HARTMANN, 2012a).

3.1 VIRUS DA LEUCEMIA FELINA (FeLV)

O virus da FeLV € um RNA de fita simples, envelopado, do género y-retrovirus,
da familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae, com distribuicdo mundial
(HARTMANN, 2012a; SYKES e HARTMANN, 2014), que apresenta como
caracteristica a insercdo do RNA viral no genoma do hospedeiro com consequente
mutagénese no local de insercdo. A primeira descricdo do virus ocorreu no inicio da
década de 60, quando se identificaram particulas virais ligadas a membrana de
linfécitos atipicos de um gato com linfoma (JARRET et al., 1964).

O FeLV possui a capacidade de replicar em multiplos tecidos, incluindo foliculos
linfoides, medula 6ssea, glandulas e epitélio respiratorio (HARTMANN, 2012b).
Acredita-se que este virus tenha se originado ha séculos, partindo de uma mutacao
de um y-retrovirus de roedores, o que explica os tragcos de acidos nucleicos
relacionados a um FeLV ancestral em gatos e felideos selvagens da regido da bacia
do Mediterraneo (WILLETT e HOSIE, 2013).
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3.1.1 Ciclo biolégico do FeLV: transmissao e formas de infeccéo

Experimentos conduzidos em momentos préoximos a descoberta do virus,
demonstraram que a introducdo de gatos infectados em meio a grupos de gatos
higidos e nado infectados, para convivio ou reproducao, resultou na disseminacao
do virus (RICKARD et al., 1969; BRODEY et al., 1970; JARRETT, 1972; JARRETT
et al., 1973; WILLETT e HOSIE, 2013). Essas pesquisas pregressas permitiram
determinar que a transmissao horizontal € a mais efetiva, e que o contato proximo
entre os gatos é um fator determinante para a infeccdo (JARRETT et al., 1973;
WILLETT e HOSIE, 2013).

O potencial de contagio do FeLV é muito alto, espalhando-se por meio do
contato intimo entre gatos portadores que estejam expelindo o virus com gatos em
condicOes de imunossupressao transitoria ou persistente (HARTMANN, 2012b). A
transmissdo ndo ocorre somente a partir do contato de gatos que apresentam
doenca clinica, mas também, e talvez de forma mais importante, a partir dos que
estdo saudaveis e virémicos (SELLON e HARTMANN, 2012).

H& eliminacdo de milhares de particulas virais pela saliva dos gatos
infectados e por isso arranhaduras e mordeduras nos confrontos intraespécie, o
compartilhamento de bebedouros e comedouros, e 0s habitos sociais e de higiene
entre 0os gatos do mesmo nucleo social, sdo as principais formas de disseminacao
do virus e também os principais meios de infeccdo (GOMES-KELLER et al., 2006;
SELLON e HARTMANN, 2012; WILLETT; HOSIE, 2013).

Outras formas de transmissdo, como pulgas, fezes e fomites ja foram
estudadas, porém, demonstram ter menor importancia na rota de transmissao, tal
como as formas iatrogénicas, por meio de agulhas contaminadas, instrumental
meédico e transfusdes de sangue (PACITTI et al., 1986; VOBIS et al., 2005; SYKES
e HARTMANN, 2014). Dentre os fatores de risco de maior importancia para a
infeccdo pelo FelLV, ressaltam-se o livre acesso a rua, auséncia de medidas
profilaticas vacinais, alta densidade populacional e estado reprodutivo e
agressividade, na qual machos ndo castrados tendem a ser mais susceptiveis
(GLEICH et al., 2009; BIEZUS et al., 2019a).

ApoGs a infecgdo, o virus infiltra-se primeiramente no tecido linfoide e nos
macrofagos da orofaringe, sem necessariamente a expressdo de sinais clinicos
(ROJKO et al., 1979; HARTMANN, 2011; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN,
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2020). A transcriptase reversa (RT) transcreve o0 RNA em DNA proviral que se
integra ao genoma das células (Figura 1). O provirus transcrito possui multiplas e
longas sequéncias repetidas (LTR) nas extremidades 3’ e 5’, controlando a
expressividade dos genes virais. Como as infec¢gBes por retrovirus raramente
provocam a morte celular, quando inserido no DNA o virus se perpetua nas

proximas geracdes das células infectadas (HARTMANN, 2012a).

Figura 1 - Mecanismos de insercao do virus da FeLV na célula do hospedeiro:
Apos infiltrar-se na célula alvo, duplica sua fita simples de RNA com auxilio da
transcriptase reversa e gera o provirus. Esse, por sua vez, se integra ao DNA

do hospedeiro e se torna capaz de promover ou nao alteracdes somaticas.

Integracéo do FelV
Resposta imune destroi

a célula infectada
PARA O NUCLEO .
— gg Infeccdo com ou sem

« 2 2
a producao do virus
Fita S|mplles de Fita dupla de DNA \Transformagéo
RNA viral viral (Provirus) Integrac&o no em célula tumoral
DNA hospedeiro

Fonte: Adaptado de Hartmann (2012).

O FeLV pode apresentar tipos de infeccéo diferentes: progressiva, regressiva,
abortiva e focal (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001). Quando a imunidade especifica
contra o virus € insuficiente e sua replicacdo ndo é contida no inicio da infeccéo, ir4
se replicar no tecido linfoide e seguir para a medula 6ssea, epitélios de mucosas e
glandulas, caracterizando uma infeccédo progressiva, na qual 0s animais costumam
sucumbir as doencas associadas ao FeLV em poucos anos (ROJKO et al., 1979;
LEVY et al., 2008). Gatos infectados de forma persistente permanecem em condicéo
de viremia e sempre serdo fontes de infeccdo, e € comum apresentarem testes
positivos para deteccao de antigenos especificos. O quadro de infecgédo persistente é
mais comum em gatos jovens imunocomprometidos em decorréncia da ineficiéncia do
sistema imune em controlar a infeccéo; nesses casos a sobrevida média € de 3,5 anos
(LEVY et al., 2008; SYKES e HARTMANN, 2014).

26



23

Em contrapartida, se houver uma resposta imune eficaz que consiga
antagonizar a infeccédo antes ou logo na chegada a medula 6ssea, o gato desenvolve
uma infeccéo regressiva (HOOVER et al., 1976). Apesar de adquirir imunidade contra
0 virus, situacdes de estresse imunolégico que levem a um novo quadro de
imunocomprometimento, podem ocasionar reativacao do provirus latente (LEVY etal.,
2008; SYKES e HARTMANN, 2014).

Nao ha replicacdo viral ou disseminagdo evidente do virus nos gatos com
infeccéo regressiva, entretanto, sempre serdo portadores devido sua integracdo ao
genoma (LUTZ et al., 1983; PACITTI, 1987; SYKES e HARTMANN, 2014). A chance
de reativacao viral € inversamente proporcional ao tempo apds o primeiro contato com
0 agente, quanto mais tardia a tentativa de reativacdo, mais chances de insucesso
irdo existir, em decorréncia de erros na decodificacdo genética viral (LEVY et al., 2008;
MAJOR et al., 2010).

As formas abortiva e focal da infeccéo estdo associadas a exposicdes sutis ao
virus e, nestes casos, o desenvolvimento de viremia é incomum. Essas duas formas
de infeccdo raramente ocorrem naturalmente, sendo mais frequentes em inoculagéo
experimental. Na forma abortiva ha producao de anticorpos contra FelLV, capazes de
combater o virus e favorecer a sua eliminacdo do organismo, e na forma focal
evidenciam-se resquicios do DNA viral somente em alguns tecidos, como baco,
glandula mamaria, intestino delgado e linfonodos (TORRES et al., 2005; MAJOR et
al., 2010; SYKES e HARTMANN, 2014).

3.1.2 Aspectos histéricos e clinicos da infeccdo por FeLV em gatos

Historicamente, o FelLV é considerado responsavel por um numero exorbitante
de Obitos em decorréncia da sua capacidade de desenvolver diversas sindromes
clinicas distintas, principalmente, associadas a alteracfes das fungbes imunogénicas
e hematopoiéticas (HARTMANN, 2011). Ndo obstante, ainda se supde que cerca de
um terco das neoplasias promotoras de morte em gatos estejam associadas a
oncogénese induzida pelo virus (ADDIE et al., 2000; HARTMANN, 2011).

O quadro clinico classico de um felino infectado por FeLV é representado por
episodios transitérios ou permanentes de imunocomprometimento, o que favorece a
ocorréncia de infec¢cdes secundarias, e alteracbes morfolégicas e funcionais da

medula 6ssea, 0 que pode levar a anemias arregenerativas e o desenvolvimento de
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neoplasias, como linfomas e as leucemias (LUTZ et al., 2009; HARTMANN, 2012b;
CRISTO et al., 2019a, 2019b).

Antes do controle de FelLV, em meados de 1980, a sua relagcdo com o
desenvolvimento de linfomas alcangcava cerca de 70% nos Estados Unidos da
América (EUA) e até 60% em alguns paises da Europa (HARDY, 1993). Com o
advento das medidas profilaticas e controle populacional nos paises desenvolvidos,
esta relacao se distanciou largamente (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; LUTZ et
al., 2009; SCHERK et al., 2013; WILLETT e HOSIE, 2013; BEATTY, 2014).

Em 2003, a infeccdo por FeLV estava relacionada somente a 15% dos casos
de linfoma nos EUA e cerca de 13% na Alemanha em 2012 (LOUWERENS et al.,
2005; MEICHNER et al., 2012). Entretanto, em pesquisa recente no estado de Santa
Catarina, constatou-se uma associacao de 56,6% dos casos de linfoma em gatos com
a infeccdo retroviral através de investigacdo imuno-histoquimica anti-FelLV direta,
demonstrando que o controle da infeccdo na regido ainda é precario e esta
diretamente ligado a qualidade e hébitos de vida dos gatos (CRISTO et al., 2019a).

Diferentes dos linfomas, as leucemias carecem de maiores estudos para
determinar com exatidao qual o atual e verdadeiro impacto da infeccéo pelo FeLV no
processo oncogénico a nivel mundial. Na década de 70 estudos indicaram que a
associacdo da infeccdo pelo FeLV com o desenvolvimento de leucemias mieloides
alcancava cerca de 60 a 80% dos casos (ESSEX, 1982) e de leucemias linfoides em
68% dos casos (FRANCIS et al., 1979). O estudo mais atual no Brasil visando
determinar essa associacdo encontrou positividade para FeLV em 78,38% das
medulas 6sseas com leucemia (CRISTO et al., 2019b).

Além das neoplasias podem ocorrer casos de atrofia de timo, linfopenia,
neutropenia, alteracao da funcéo dos neutrofilos e perda progressiva da expressao de
linfécitos T CD4* e T CD8*. Devido a essas alteracdes todos os gatos infectados e
com viremia persistente apresentam um grau elevado de imunocomprometimento,
acentuando a ocorréncia de enfermidades secundarias causadas por infeccoes
oportunistas, tais como micoplasmose, toxoplasmose, esporotricose e criptococose
(LUTZ et al., 2009; HARTMANN, 2011, 2012a).

Os principais sinais clinicos relatados em gatos FeLV positivos incluem palidez
de mucosas, perda de peso associada a anorexia, letargia, desidratacao, hipotermia,
linfadenomegalia, dispneia e ictericia (COLLADO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2016;

BIEZUS et al.,, 2019b). Como achados laboratoriais, ressalta-se principalmente a
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ocorréncia de anemia, trombocitopenia e linfopenia, onde a anemia acontece com
maior frequéncia em animais com doencas associadas a infeccdo (BIEZUS et al.,
2019Db).

3.1.3 Subgrupos virais do FeLV

Existem quatro subgrupos especificos do FeLV: A, B, C e T, todos
imunologicamente relacionados (FIGUEIREDO et al., 2011). O subgrupo A € o unico
transmitido de forma horizontal, infectando linfocitos T CD4+, T CD8+ e LB na
circulacdo sanguinea, nos linfonodos e na medula 6ssea, o que provoca um quadro
grave de imunocomprometimento. Os demais subgrupos, B e C, podem evoluir a partir
do subgrupo A por meio de recombinacdo génica com um outro gene retroviral obtido
por transmisséo vertical (HARDY et al., 1976; JARRETT e RUSSELL, 1978).

O subgrupo T recebe essa denominagdo devido ao intenso tropismo por
linfécitos T e forma-se a partir de uma mutacdo no gene env do FelLV tipo A, apesar
de considerado de menor importancia, é altamente citolitico, provocando quadros de
intenso imunocomprometimento (LUTZ et al., 2009; HARTMANN, 2012a; SYKES e
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 6rgaos
hematopoiéticos. Esse transportador atua como complicador na manutencdo da
defesa toxica do grupo heme e altera a manutencdo das unidades formadoras de
colénias eritroides, o que promove a manifestacdo de hipoplasia eritroide severa e
consequente anemia arregenerativa, ocasionalmente culminando com o 6bito do
animal em até dois meses (SHALEYV et al., 2009).

Ocorre uma dependéncia dos subgrupos B e C pelo A, jA que este é
responsavel pela evasao imune, promogéo da replicacdo viral e resgate dos virions
defeituosos de B e C para replicagao (VAIL e KAREN, 2006; MORRIS e DOBSON,
2008). O FelLV tipo C esta relacionado a anemia arregenerativa por alteracao
mielodisplasica (HARTMANN, 2012a).
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3.1.4 Interacdo oncogénica

A inser¢cdo do material genético do virus no genoma hospedeiro em regides
proximas a oncogenes celulares, levam a mutagcdes genéticas soméaticas que
propiciam a clonagem de células anébmalas onde ha a integracdo do genoma viral,
assim incidindo na formacao das neoplasias (GHOSH e FALLER, 1999; FUJINO et
al., 2008). Os sitios de integracdo comumente envolvidos no processo de ativagédo
oncogeénica para formacgao tumoral sédo c-myc, flvi-1, flv-2, fit-1, pim-1 e flit-1 (FUJINO
et al., 2008).

O desenvolvimento de linfomas e leucemias esta atrelado principalmente a
capacidade de ativacdo e transcricdo de genes celulares adjacentes ao provirus, o
que estéa relacionado a componentes da regido U3 do Long Terminal Repeat (LTR) do
RNA viral (LUTZ et al., 2009; HARTMANN, 2012b). Apesar disso, particulas virais ja
foram identificadas a partir de IHQ anti-FeLV em fibrossarcomas, meningiomas,
osteossarcomas (OLIVEIRA REIS et al., 2017), ganglioneuroblastomas (PEREIRA et
al., 2017) e carcinomas de células escamosas (REINACHER, 1989). Quadros
leucémicos relacionados ao virus podem envolver tanto a linhagem mieloide, quanto
a linhagem linfoide, e o inicio € majoritariamente agudo, porém, aponta-se que
guadros de leucemia linfoide crénica sdo os mais comuns em animais FeLV positivos
(WORKMAN e VERNAU, 2003).

3.2 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV)

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) € um RNA, pertence ao género
Lentivirus da familia Retroviridae. Possui tropismo por linfocitos, em especial os do
tipo T, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e astrocitos (SELLON e
HARTMANN, 2012). Atualmente, sdo conhecidos cinco diferentes subtipos: A, B, C,
D e E, que séo classificados de acordo com alteracdes de sequenciamento genético,
sendo que o subtipo B é o mais prevalente no Brasil (MARTINS et al., 2008).

Existem muitas semelhancas entre o FIV e o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), tanto na patologia e na estrutura molecular, quanto na sua acao no
hospedeiro, que promove declinio gradual das células CD4+ (SELLON e HARTMANN,
2012). Essas caracteristicas permitem que a infeccdo pelo FIV seja utilizada como

modelo para o estudo da patogénese do HIV, bem como no desenvolvimento de
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tratamentos terapéuticos e preventivos (ELDER et al., 2008; SELLON e HARTMANN,
2012).

3.2.1 Ciclo biolégico do FIV: transmisséao, infeccdo e quadro clinico

A transmissao do virus ocorre tanto de forma horizontal, por meio da exposi¢éo
de mucosas ao virus, quanto na forma vertical, com transmissao materna pré ou pos-
natal, devido a presenca de particulas virais no colostro (O'NEIL et al., 1995).

A infeccdo aguda causa viremia primaria e rapida linfopenia de linfocitos T,
cursa com quadros de apatia, alteragdes de apetite, hipertermia e linfadenopatias. A
infeccdo subclinica cursa com a estabilizacdo dos linfécitos T e baixa viremia,
perdurando por meses a anos. De forma similar a infec¢cdo por FelLV, no FIV ha
comprometimento da capacidade imunogénica do organismo, o que favorece o a
ocorréncia de enterites, conjuntivites, infec¢cdes cutaneas, de cavidade oral e trato
respiratério, assim como infec¢des por Toxoplasma gondii e Mycoplasma haemofelis
(SYKES, 2014). Nesses casos, considera-se que houve progressdo da doenca, e
desencadeia a denominada Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida Felina,
conhecida como AIDS felina. Teratogenias e abortos podem ocorrer por intermédio da
transmissao transplacentéaria, quando a gestacédo consegue perdurar, 0s heonatos sdo
portadores assintomaticos e deficientes em linfocitos T (O’NEIL et al., 1995; OBERT
e HOOVER, 2000).

Normalmente ocorre a morte antes do terceiro ano pds-desenvolvimento da
doenca, se ndo, leva a um quadro de viremia persistente com progndéstico ruim,
configurada pelo desenvolvimento de inimeras doencas crbnicas, linfomas e outras
neoplasias (SELLON e HARTMANN, 2012; SYKES, 2014). Pode ocorrer perda da
funcdo hematopoiética quando o virus infecta a medula 6ssea, utilizando as células
reticulares do estroma como reservatério (TANABE e YAMAMOTO, 2001).

3.2.2 Neoplasias associadas ao FIV

Desde a descricdo do FIV na década de 80 até os dias atuais, relatos associam
a infeccdo com o desenvolvimento de neoplasias, onde predominam os linfomas e as
leucemias (SELLON e HARTMANN, 2012; CRISTO et al.,, 2019a, 2019b). Células
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linfoides neoplasicas infectadas foram observadas em medula 0ssea, figado, rins,
coracdo, pulmdes, trato gastrointestinal, pancreas, laringe, timo, olhos, sistema
nervoso central e bexiga (BEATTY et al., 1998a, 1998b).

Mastocitomas, fibrossarcomas, adenocarcinomas e carcinomas de células
escamosas, sdo outras neoplasias que ja foram associados ao FIV (BEATTY et al.,
1998a, 1998b; MAGDEN et al., 2011). Apesar dos multiplos relatos indicarem essa
associagao, diversos estudos de tecido tumoral de felinos FIV positivos ndo permitiram
identificar se ha e qual € a integracao clonal do provirus do FIV com o desenvolvimento
dos linfomas e/ou leucemias linfoides (CALLANAN et al., 1996; ENDO et al., 1997).

Em pesquisa prévia, detectaram-se sequéncias do virus da FIV em DNA
extraido de células de um linfoma em um gato infectado experimentalmente (BEATTY
et al., 1998a, 1998b). Apds analises adicionais, levantou-se a hipétese de que um
gene do cromossomo B3 felino, realizava integracdo com o FIV, mais precisamente
entre os éxons 3 e 4 (BEATTY et al., 2002).

Tanto o FIV quanto o HIV ndo possuem oncogenes na sua estrutura
transcricional, entretanto, induzem a formacao de tumores por meio de mecanismos
oncogénicos ndo-agudos (MAGDEN et al., 2011). Esses mecanismos estédo atrelados
a ativacdo ou nao-ativacdo de oncogenes celulares ou genes de supressao tumoral
secundarios, que interferem na transcricdo celular e promovem a transformacao
neoplasica, o que pode ocorrer pela ampliacdo do gene, por mutacdes especificas,
trocas de cromossomos e reordenacédo do cédigo genético (MAEDA et al., 2008).

3.3 TECNICAS PARA DIAGNOSTICO DE FelLV E FIV

Existem varias técnicas para o diagnostico de FeLV e FIV, o ELISA e a PCR
sdo as mais comuns. O ELISA para FelLV é capaz de detectar a infeccao de forma
precoce por meio da identificacdo do antigeno p27, sendo que o gato normalmente é
positivo a partir do trigésimo dia pos-infec¢do, quando a viremia com consequente
producdo deste antigeno € alta. Como a viremia € variavel entre os felinos, os gatos
devem ser testados novamente em 30 dias caso o0 primeiro resultado seja negativo
(LEVY et al., 2008). O ELISA para FIV é capaz de detectar anticorpos contra o
antigeno p24 gag. A producéo destes anticorpos se inicia em média em 60 dias pos-

infeccdo, portanto, gatos podem ser indetectaveis quando testados proximos ao
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momento da exposicao inicial. Portanto, recomenda-se 0 testar novamente gatos
negativos em 60 dias ap0s o primeiro resultado negativo (LEVY et al., 2004, 2008).

A PCR, por sua vez, apresenta a vantagem de permitir realizar o teste com
amostras de sangue total, medula 6ssea e aspirados de linfonodos, e pode determinar
0 gato como positivo mesmo antes da producdo do antigeno p27, desta forma é
importante para o diagnodstico de infeccbes na forma regressiva, que nao sao
diagnosticadas pelo ELISA (HERRING et al., 2001; SELLON e HARTMANN, 2012).
Apesar da alta efetividade para o diagnéstico de FelLV e FIV, resultados falso
negativos podem existir na PCR, isto em decorréncia da alta capacidade mutagénica
dos retrovirus (SYKES e HARTMANN, 2014).

Dentre as formas menos convencionais de diagnostico para FeLV e FIV, ha a
IHQ e a ICQ. A técnica de imuno-histoquimica detecta antigenos virais intracelulares
diretamente em células infectadas pelos virus. E considerado um dos melhores
métodos de diagnostico post mortem em tecidos fixados em formol, e permite
identificar se as alteracbes anatomopatoldgicas estdo relacionadas a infeccao
(REINACHER, 1989; JACKSON etal., 1993; SUNTZ et al., 2010). As principais células
infectadas pelo FeLV sdo as mielomonociticas da medula 6ssea, linfécitos T e
macrofagos (ROJKO e OLSEN, 1984).

Estudos antigos apontam que a avaliacdo por IHQ da medula Ossea é
considerada suficiente para detectar uma infeccao persistente pelo virus em
aproximadamente 100% dos gatos infectados (REINACHER, 1989). Um estudo
experimental com inoculacéo de FeLV em 34 gatos higidos, demonstrou que em 50%
(17/34) o antigeno viral foi detectado uma semana antes na medula éssea, por meio
de avaliacdo antigeno-especifico no tecido, com relacdo a deteccdo no sangue
(HOOVER et al., 1977).

Em estudo comparando ELISA, PCR e IHQ para o diagnéstico de FeLV em 70
gatos portadores de linfoma foi observado que 80% (56) foram positivos ha PCR, 57%
(40) na PCR e IHQ; 27% (19) no ELISA, PCR e IHQ; 10% (7) positivos na PCR e
negativos no ELISA e IHQ e 1,4% (1) positivo apenas na IHQ (JACKSON et al., 1993).
Outro estudo com 77 gatos com linfoma ou leucemia, foram detectados 39 casos
positivos para FeLV simultaneamente por ELISA, PCR e IHQ, entretanto, dos 77, dois
foram positivos unicamente por IHQ. Este estudo demonstra que a IHQ € um
diferencial importante no diagnostico do antigeno viral mesmo quando outras técnicas

ndo sdo capazes de identificar o virus (STUTZER et al., 2011).
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Quanto a ICQ, ainda ndo existem estudos sobre a aplicabilidade deste método
diagndstico para deteccédo da infeccdo por FeLV e FIV em gatos domésticos. Ja foram
realizadas avaliacdes ICQ de fibroblastos embrionados de pintinhos para deteccéo de
genes pl9gag e pp60V-sr de retrovirus aviarios (STOKER e BISSELL, 1987) e em
preparados com cérebros congelados de humanos para determinar a associacao de
encefalite multifocal de células gigantes com a infeccéo pelo HIV (BUDKA et al., 1987),
e ambos demonstraram que o diagnostico de infeccdes retrovirais por meio de ICQ é
possivel e apresenta resultados aparentemente confiaveis.

E importante também ressaltar que a ICQ, diferente da IHQ, é sempre passivel
de realizacdo com o animal ainda vivo por puncdes aspirativas de tecidos neoplasicos
e medula 6ssea (HARVEY, 2012a, 2012b).

3.4 AVALIACAO DA MEDULA OSSEA: IMPORTANCIA E APLICABILIDADE

A medula 6ssea é um érgao especializado na produc¢éo, maturacao e liberagcéo
de componentes sanguineos, e possui grande importancia para a manutencao da vida
principalmente apds o nascimento, compondo juntamente com o0 sangue, um dos
maiores 6rgdos do organismo (TRAVLOS, 2006; MYLONAKIS e HATZIS, 2014;
STACY e HARVEY, 2017).

A avaliacdo deste 6rgao consiste na retirada de fragmentos cilindricos de
medula 6ssea por bidpsia incisional, ou simplesmente na colheita de amostras a partir
de aspirado intraésseo, 0 que é mais pratico e menos traumatico (HARVEY, 2012a).
Esse exame ndo é dispendioso e a obten¢do da amostra ndo é tdo complexa quanto
parece, capaz de ser facilmente obtida por profissionais treinados (MYLONAKIS e
HATZIS, 2014).

As técnicas de colheita de amostras tém fungdes e metodologias distintas; para
obtencdo de amostras para bidpsia incisional sdo utilizadas canulas com calibres
maiores, normalmente superiores a gauge 11 (11G), e com estilete acoplado ao
mandril, que permitem abrigar a medula éssea em seu interior, posteriormente fixado
em formol 10% para avaliacdo histopatoldgica (MULLER et al., 2009; HARVEY,
2012a; STACY e HARVEY, 2017). A avaliacéo histopatologica da medula preconiza
examinar a composicao estrutural do 6rgéo, e permite verificar com eficacia alteracdes
que envolvam fibrose ou substituicdo do tecido medular (TRICOT et al., 1984;
HARVEY, 2012b).
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Ja o exame de medula éssea aspirada, também denominado de mielograma,
tem grande utilidade na deteccédo de anormalidades sanguineas, como neutropenias,
leucopenias, leucocitoses e trombocitopenias persistentes; anemias arregenerativas
prolongadas; policitemias de causa inexplicada; presenca de células mieloides e
linfoides atipicas circulantes; suspeitas de infiltracdes neoplasicas na medula 0ssea;
hipoproteinemias associadas a gamopatia mono ou policlonal; suspeitas de
intoxicagc&o por compostos quimicos mielotoxicos; entre outras alteracdes (GRINDEM,
1989; TRAVLOS, 2006; MILLER e KATHARINE, 2007)

Ressalta-se que ha poucas contraindicacfes para a realizacéo da aspiracao de
medula 0ssea, visto que 0s riscos do exame estao relacionados principalmente com
a sedacéo e a anestesia, e ndo com a colheita propriamente dita. Relata-se que a
hemorragia apds o acesso intradsseo pode ocorrer, mas com baixissima frequéncia
(MULLER et al., 2009; HARVEY, 2012a)

Apesar de incomuns as sindromes mielodisplasicas e as leucemias também
ocorrem em animais, em especial nos da espécie felina, visto que os virus de maior
importancia para esta espécie, FeLV e FIV, tem a caracteristica de se infiltrar e replicar
nas células hematopoiéticas (ROJKO et al., 1979; VALLI, 2007; HARTMANN, 2012a).
Como ja exposto previamente, 0 comportamento de mutagénese insercional do FeLV
tem grande influéncia oncogénica nas células hematopoiéticas do hospedeiro,
tornando-se o principal promotor das leucemias e dos linfomas nos gatos
(LINENBERGER et al., 1995; CARMICHAEL et al., 2002; HARTMANN, 2012b). Em
decorréncia disso, nesta espécie ha grande importancia na avaliacdo da medula
0ssea quando as alteracdes hematolégicas supracitadas forem observadas de forma
persistente e o animal testar positivamente para FeLV e FIV (CARMICHAEL et al.,
2002; HARVEY, 2012b).
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4 EFICIENCIA DA IMUNOCITOQUIMICA (ICQ) NO DIAGNOSTICO DOS VIiRUS DA
LEUCEMIA (FeLV) E IMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV) EM GATOS A PARTIR
DE ASPIRADOS DE MEDULA OSSEA

RESUMO

Os virus da leucemia (FeLV) e imunodeficiéncia felina (FIV) sdo patégenos de grande
importancia para a medicina felina devido a sua associagdo com quadros de
Imunossupressao, anemias, mielodisplasias e com o desenvolvimento de linfoma e
leucemia, cujo diagndstico ainda € um desafio clinico constante, devido aos diversos
cursos que a infeccdo pode tomar. Este estudo objetiva comparar a eficiéncia da ICQ
de aspirados de medula éssea com ELISA e nested-PCR. Foram colhidas amostras
de sangue e medula Gssea e informacBes epidemioldégicas de 188 gatos,
independente de higidez, género e raca. As amostras foram separadas em aliquotas
de sangue total para realizacdo da nested-PCR para FeLV tendo como referéncia a
regido U3 LTR e o gene gag do FelLV A e soro para a detec¢do do antigeno p27 do
FeLV e anticorpos contra antigeno p24 FIV por ELISA. As amostras de medula 6ssea
foram colhidas na tuberosidade deltoide do Umero, dispostas em laminas silanizadas
para realizacdo de ICQ anti-FeLV (gp70) e anti-FIV (p24 gag). Para comparacao da
eficiéncia entre as técnicas foi utilizado teste de concordancia de Kappa Cohen. Para
o delineamento das informacdes epidemiologicas foi realizada estatistica descritiva.
Dos gatos avaliados, 42% eram machos e 58% fémeas, com idade média de 19,3
meses. Para FelLV, 28,2% foram positivos em ao menos um dos testes, com 26,6%
positivos na PCR, 18,1% na ICQ e 11,2% no ELISA. Dos gatos testados para FIV,
4,3% foram positivos em ao menos um dos testes, com 3,2% positivos na ICQ, 0,5%
no ELISA e 0,5% em ambos os testes. O teste de concordancia de Kappa Cohen para
diagnéstico de FelLV revelou moderada concordéancia entre ELISA e PCR e
substancial entre ICQ e ELISA e entre ICQ e PCR. Ja para o diagnostico de FIV, o
teste indicou concordancia diagndstica regular entre ICQ e ELISA. A ICQ foi eficiente
e funcional para o diagndstico de FelLV e FIV, capaz de ser uma nova ferramenta para

identificacdo do status infectivo de gatos para esses virus.

Palavras-chave: Imunodiagnostico, medula 0ssea, medicina felina, citologia.
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EFFICIENCY OF IMMUNOCYTOCHEMISTRY (ICQ) IN THE DIAGNOSIS OF
FELINE LEUKEMIA (FeLV) AND IMMUNODEFICIENCY VIRUS (FIV) INFECTION
FROM BONE MARROW ASPIRATES IN CATS.

ABSTRACT

Leukemia virus (FeLV) and feline immunodeficiency (FIV) are important pathogens for
cats due to their association with immunosuppression, anemia, myelodysplasia and
the development of lymphoma and leukemia, whose diagnosis is still a constant clinical
challenge, due to the different courses that the infection can take. This study aims to
compare the efficiency of ICQ of bone marrow aspirates with ELISA and nested-PCR.
Samples and epidemiological information were collected from 188 cats, regardless of
health, gender and race. Samples were separated into whole blood aliquots to perform
nested-PCR for FelLV, using the U3 LTR region and the FeLV A gag gene as a
reference, and serum for detection of FeLV p27 antigen and antibodies against p24
FIV antigen by ELISA. Bone marrow samples were collected from the deltoid tuberosity
of the humerus, placed on silanized slides to perform ICQ anti-FeLV (gp70) and anti-
FIV (p24 gag). To compare the efficiency between the techniques, the Kappa Cohen
agreement test was used. Descriptive statistics were used to outline the
epidemiological information. Of the evaluated animals, 42% were male and 58%
female, with a mean age of 19.3 months. For FelLV, 28.2% were positive in at least
one of the tests, with 26.6% positive in PCR, 18.1% in ICQ and 11.2% in ELISA. Of
the animals tested for FIV, 4.3% were positive in at least one of the tests, with 3.2%
positive in ICQ, 0.5% in ELISA and 0.5% in both tests. The Kappa Cohen agreement
test for FeLV diagnosis showed moderate agreement between ELISA and PCR and
substantial agreement between ICQ and ELISA and between ICQ and PCR. As for the
diagnosis of FIV, the test showed regular diagnostic agreement between ICQ and
ELISA. ICQ is efficient and functional for the diagnosis of FeLV and FIV and is capable

of being a new tool for identifying the infective status of cats for these viruses.

Keywords: Immunocytochemistry, bone marrow, feline medicine, cytology.
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4.1 INTRODUCAO

Os virus da leucemia (FeLV) e imunodeficiéncia felina (FIV) sdo dois dos
patdgenos mais importantes para os gatos. Ambos sdo RNA virus de fita simples
envelopados, constituintes da familia Retroviridae (HARTMANN, 2012a; SELLON;
HARTMANN, 2012). Esses dois retrovirus estdo associados a uma infinidade de
alteragbes clinicas altamente debilitantes, nas quais se incluem sindromes de
imunodeficiéncia, alteracées hematologicas e mielodisplasicas, além de neoplasias
como linfoma e leucemia (BIEZUS et al.,, 2019a; CRISTO et al., 2019a, 2019b;
WITHOEFT et al., 2019).

A infeccdo dos hospedeiros ocorre comumente por contato prolongado
intraespécie, predominantemente, a partir da exposicdo de mucosas as particulas
virais liberadas em secrecoes, leite e fezes de gatos infectados pelo FelLV, e em
secrecOes e sangue de gatos infectados pelo FIV (OBERT; HOOVER, 2000; LEVY,
2008; HARTMANN, 2012a; SELLON; HARTMANN, 2012). ApGs o primeiro contato
com o hospedeiro ocorre a distribuicdo dos virus para tecidos ricos em macréfagos e
linfécitos, e posteriormente migram pela circulagcdo sanguinea para outros locais,
incluindo medula 6ssea, baco e timo (HARTMANN, 2012a, 2012b; SELLON;
HARTMANN, 2012).

O diagnostico da infeccéo por FeLV e FIV é frequentemente realizado a partir
de testes de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (HARTMANN, 2012b; BURLING et
al., 2017). Porém, outros métodos de diagndstico estdo disponiveis, como a reacéo
em cadeia de polimerase (PCR) e a imuno-histoquimica (IHQ) (MIYAZAWA,
JARRETT, 1997; LURIA et al.,, 2004; ARJONA et al.,, 2007; SUNTZ et al., 2010;
MOSTL et al., 2015). A PCR é capaz de identificar a presenca do material genético
desses virus independente do seu status replicativo, mas ndo permite determinar em
que fase da infec¢ao o animal se encontra (HARTMANN, 2012a).

A infeccéo pelo FeLV pode ocorrer de formas e em cursos distintos e como
consequéncia, as técnicas necessarias para alcancar o diagnostico podem variar
amplamente (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). Gatos com quadros de
infeccdo progressiva, agueles em que ha viremia persistente, sdo facilmente
detectados a partir de testes rapidos comerciais baseados na técnica de ELISA,
devido a presenca das abundantes particulas do capsideo viral (p27) circulantes

(WESTMAN et al. 2019). Entretanto, apesar destes testes serem utilizados
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ambulatorialmente de forma rotineira, resultados negativos podem ocorrer, pois a
partir do momento em que 0 paciente apresenta uma resposta imune eficiente ao
ponto de tornar a infeccéo latente, o curso clinico se torna regressivo (HARTMANN;
HOFMANN-LEHMANN, 2020).

O paciente com infec¢do regressiva ndo apresenta viremia e portanto, as
particulas virais previamente detectadas ndo serdo mais constantes na circulagao,
mantendo-se latentes em células da medula 6ssea, o que culmina em resultados
falso-negativos por ELISA. Em decorréncia dos riscos de reativacao viral por multiplos
fatores, incluindo fatores estressivos e imunocomprometedores, existe a necessidade
explicita de determinar se o paciente € ou nao portador da infeccéo (LUTZ et al. 2009;
HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). Preconiza-se entao para pacientes que
tiveram resultados negativos no ELISA, a busca do DNA proviral no genoma do
hospedeiro, mediante a utilizacdo da PCR. E importante ressaltar que a PCR é capaz
de identificar tanto o virus em laténcia, quanto o circulante, e demonstra alta eficiéncia
no diagndstico da infeccdo tanto na forma progressiva, como regressiva, o fator
limitante a sua utilizacédo é o custo e a disponibilidade, principalmente em paises em
desenvolvimento (LUTZ et al. 2009; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020;
HOFMANN-LEHMANN; HARTMANN, 2020).

Inimeros estudos verificaram a eficiéncia e a concordancia entre os testes mais
amplamentes utilizados para FeLV, ELISA e PCR, com multiplos resultados diferentes
(JACKSON et al., 1996a; MIYAZAWA; JARRETT, 1997; HOFMANN-LEHMANN et al.,
2001; ARJONA et al., 2007; LIU et al., 2016; BEALL et al., 2019). Em grande patrte,
estes estudos concordam com a necessidade da utilizacdo de mais de uma técnica
diagnoéstica para determinar de forma concisa a infeccdo por esses retrovirus
(MIYAZAWA; JARRETT, 1997; ARJONA et al.,, 2007; BEALL et al., 2019;
HARTMANN, 2012b; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020).

A infecg@o pelo FIV segue um curso distinto do FeLV, passa do estagio agudo,
para o subclinico e o estagio clinico,b no qual ha desenvolvimento de
imunossupressdes e com ocorréncia de doencas associadas. O ELISA para FIV tem
como objetivo identificar anticorpos circulantes e, portanto, € capaz de identificar a
infeccdo em todas as fases de desenvolvimento, o principal complicador esta
associado ao fato que animais negativos para FIV por ELISA, mesmo que testem
negativos também no PCR, ndo podem ser considerados verdadeiramente negativos,

permanecendo em “status infectivo ndo determinado” (LITTLE et al., 2019; WESTMAN
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et al.,, 2019). Essa dificuldade diagndstica esta relacionada principalmente com a
variabilidade genética do virus e com a insercdo de cepas importadas de areas
geograficamente distintas (FRANKENFELD et al., 2019; LITTLE et al., 2019) e a
producédo de anticorpos, que pode ser insuficiente ou até mesmo tardia (LITTLE et al.,
2019).

A IHQ, por sua vez, permite detectar a proteina gp70 do envelope viral do FeLV
e a proteina gp24 gag do capsideo do FIV, e pode ser realizada a partir de cortes
histologicos de tecidos (PENA et al., 2017; WEISS, 2010). Apesar de possuir grande
utiidade, a obtencdo de amostras para realizacdo desta técnica € limitada,
normalmente atrelada ao diagndstico em 6rgaos colhidos em necropsias (JACKSON
et al., 1996b; WEISS, 2010; CRISTO et al., 2019b; LEITE-FILHO et al., 2019).

Semelhante a IHQ, h& a imunocitoquimica (ICQ), uma técnica cujo objetivo é a
identificacdo de particulas virais no interior de células infectadas, porém, com maior
facilidade na obtencdo de amostras, e pode ser realizada com material fresco, colhido
por esfoliacdo dos tecidos, punc¢des de neoplasmas e até mesmo de medula 6ssea
(OSAMURA, 1989; LEONARDO; BARDALES, 2020). Para FeLV e FIV, a utilizacao
desta técnica ainda ndo foi completamente descrita, assim, este trabalho objetiva
avaliar a técnica de imunocitoquimica para diagndéstico de FelLV e FIV em amostras
de medula 6ssea obtidas a fresco e a comparacédo dos resultados destas analises com

testes de ELISA e PCR para verificar sua eficiéncia como método de diagnostico.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Composic¢ao do estudo

O tamanho da amostra necessaria para o estudo foi calculado com auxilio do
Software R (Foundation for Statistical Computing, Package EpiCalc, Vienna, Austria)
(THRUSFIELD, 2004), com uso da férmula de amostragem aleatéria simples para
populacées infinitas, considerando a prevaléncia esperada para FelLV de 22,26%
(BIEZUS et al., 2019b) e o erro maximo aceitavel na estimativa de 0,05. O nimero
minimo de gatos amostrados de forma randdémica sistematica foi de 188.

Foram colhidas amostras de sangue e medula d6ssea dos 188 gatos
selecionados de forma randémica entre os meses de abril a dezembro de 2019.

Destes, 180 eram provenientes da rotina de atendimentos e castracao do Centro de
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Controle de Zoonoses (CCZ) da Secretaria Municipal de Saude e oito da rotina de
atendimentos clinicos do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC), ambos situados no municipio de Lages/SC,
Brasil. Nao houve restricdo quanto ao género, idade, raca e estado de higidez dos
animais, e a participacdo no estudo foi dependente do consentimento e autorizacao

do tutor ou responsavel temporario pelo paciente (Apéndice Al-2).

4.2.2 Amostragem

A colheita de sangue foi realizada a partir de venopuncéo jugular e a amostra
foi acondicionada em tubos com e sem acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
dissddico. Posteriormente duas aliqguotas de 1 mL de sangue total e duas aliquotas
variando entre 0,5 e 1 mL de soro foram acondicionadas em microtubos e
armazenadas a -80 °C.

A colheita de medula 6ssea foi realizada no momento da castracdo dos gatos
no CCZ e durante procedimentos ambulatoriais no HCV. Os pacientes eram mantidos
em anestesia com cetamina e xilazina por via intramuscular (IM) nas doses de 10 mg/
kg e 1,5 mg/ kg, respectivamente. Antecedendo a anestesia, eram aplicados também
tramadol IM na dose de 2 mg/ kg e penicilina benzatina IM na dose de 24 mg/ kg. O
acompanhamento pés-cirurgico dos pacientes foi realizado pela equipe clinica durante
as primeiras seis horas. ApGs esse periodo o0 paciente recebia alta-médica,
recomendando-se avaliacdo comportamental pelo responsavel e, em caso de
alteracdes associadas aos procedimentos cirdrgicos o retorno imediato.

Antes do acesso 0sseo, 0 paciente era posicionado em decubito lateral direito
e era realizada a inspecéo da face cranial do ombro para localizagéo da tuberosidade
deltoide do Umero esquerdo. ApOs a perfeita delimitacdo da area de insercdo da
canula, preparo do local com tricotomia ampla e antissepsia com digliconato de
clorexidina a 2% e alcool 70%, e era realizada uma pequena incisdo cutanea de
aproximadamente 0,3 cm com auxilio de uma lamina de bisturi nimero 24.

Para acesso ao canal medular foram utilizadas canulas ergonémicas padrdes
Jamshidi com ponta trifacetada e Illinois com ponta em bisel, ambas com sistema de
fechamento Luer-Lock, em tamanhos 16G (0BIL1617/080® e BIL1617®, Biomedical
Srl, Firenze, Italia), para animais com peso inferior a 1,5 kg, e 13G (OBLT 1310® e

BIL1310®, Biomedical Srl, Firenze, Italia), com peso superior a 1,6 kg.
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As canulas eram levemente pressionadas na cortical do imero e rotacionadas
em angulo de 90° repetidas vezes para ambos os lados até a perda da resisténcia a
pressao (Figura 2). Realizava-se entdo o teste de estabilidade mediante a retirada do
mandril, se estavel procedia-se a colheita de amostras, do contrario aprofundava-se a
canula até a manutencéo da estabilidade.

Figura 2 - Técnica de acesso a medula 6ssea de gatos a partir da tuberosidade
deltoide do umero esquerdo com canulas ergonémicas no padrao Jamshidi 13G.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A aspiragdo medular era realizada com auxilio de uma seringa de 10 mL
preparada com 0,1 mL de EDTA dissodico a 4%, preconizando a obtencdo de uma
guantidade minima de 0,3 mL e maxima de 0,8 mL de medula 6ssea por gato. Apés a
obtencdo da mesma da amostra, a mesma era depositada e distribuida por todo o
compartimento interno de uma placa de Petri medindo 5,5 cm de diametro por 1,3 cm
de altura, contendo 0,3 mL de EDTA dissédico a 4% (Figura 3).

Com auxilio de tubos capilares eram selecionadas e capturadas entre cinco a
oito espiculas medulares (Figura 4A). As espiculas eram entdo depositadas sobre seis
laminas de vidro previamente preparadas com 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma-
Aldrich Corporation, Saint Louis, Missouri, EUA) (Figura 4B), duas para ICQ anti-FeLV,
duas para ICQ anti-FIV e duas como controle negativo para ambos os testes. Para o
preparo de cada extensado citoldgica, utilizava-se compressdo cruzada entre as
laminas de vidro (técnica de Squash) (Figura 4C) e posterior fixagdo ao ar, seguida
por fixacdo em metanol puro para andlise (P.A.) por 20 minutos. Uma das duas
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laminas para cada analise era selecionada de forma aleatéria para reacédo de ICQ
(Figura 4D) e a remanescente era mantida como reserva em metanol P.A. por até 24

horas.

Figura 3 - Amostras de medula éssea de gatos sobre as placas de Petri. Notar

grandes conglomerados de espiculas (setas) apos a remoc¢ao do sangue excedente.

Figura 4 - Técnica de preparo das extensfes de medula éssea para
imunocitoquimica (ICQ) anti-FeLV e anti-FIV em gatos. A. Captura das espiculas da
medula 6ssea depositadas na placa de Petri. B. Deposicdo das espiculas na lamina
de vidro previamente preparada com silano. C. Compresséao cruzada das laminas. D.

Extensdes finalizadas, selecionadas e prontas para realizacao da ICQ.

f—

E

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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4.2.3 Deteccéo de FeLV e FIV por ELISA

Para realizacédo do teste de ELISA utilizou-se o kit SNAP® FIV/FeLV Combo
Test (IDEXX Laboratories, Inc. Westbrook, Maine, EUA), e os procedimentos para
realizacdo da andlise foram seguidos conforme as instru¢cbes fornecidas pelo
fabricante, em amostras de soro congelados a -80 °C, apds descongelamento e
homogeneizagao com agitagéo vibracional por cerca de 30 segundos.

4.2.4 Extracao de DNA e deteccao do FelLV por nested-PCR

O DNA foi extraido a partir das amostras de sangue total previamente
armazenadas a -80 °C, descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas
por agitacéo vibracional por 30 segundos. Para extracao foi utilizado o kit comercial
GenElute™ (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri. EUA), seguindo as
instrucdes do fabricante. A concentracédo de DNA foi determinada a partir da utilizagéo
de espectrofotdmetro NanoDropTM-2000/2000c (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).

Para deteccdo de DNA proviral foi utilizada a técnica de nested-PCR adaptada
de Miyazawa e Jarret (1997). O DNA proviral do FeLV foi amplificado com base na
regidao U3 LTR e o gene gag de um FeLV do subgrupo A. Foram utilizados os primers
externos: U3-F (1): 5-ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC-3 e G-R (1) 5-
GACCAGTGATCAAGGGTGAG-3' e o0s primers internos U3-F (2): 5'-
GCTCCCCAGTTGACCAGAGT-3; G-R (2): 5-GCTTCGGTACCAACCGAAA-3
(MIYAZAWA; JARRETT, 1997).

Para preparo do mix adicionaram-se primers, dNTP, agua livre de nucleases e
os reagentes do Kit Tag DNA Quatro G® (Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil), de acordo com as instru¢des informadas pelo
fabricante. As condi¢bes utilizadas para a reagcdao em termociclador foram:
desnaturacao a 94 °C por 5 minutos; anelamento a 94 °C por 1 minuto, 54,9 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto para os primers externos repetidos 35 vezes; e extensao
final a 72 °C por 5 minutos. Para a segunda reacao, 1 pL do produto da primeira reacéo
foi submetido as mesmas condicbes de tempo e temperatura, a excecdo do

anelamento, que para os primers internos foi de 50,8 °C.
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Para todos os ensaios foi utilizado como controle positivo DNA proveniente de
uma amostra de sangue de um felino testado positivamente para FeLV por meio de
nested-PCR cedida pelo laboratério de virologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). O controle negativo consiste em todos os reagentes do mix
e 1 yL de agua livre de nucleases.

Os produtos obtidos na reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% submerso em tampé&o Tris-Acetato-EDTA 1X
(TAE). As amostras positivas da primeira reacdo (primers externos) produziram
segmentos de DNA com 770 pares de base (pb) e da segunda reacao (primers

internos), produtos com 601 pb.

4.2.5 Imunocitoquimica anti-FeLV (anti-gp70) e anti-FIV (p24 gag)

As laminas citologicas de medula 6ssea previamente confeccionadas e fixadas
em metanol foram dispostas paralelamente em uma jarra de Coplin com oito espacos
preenchida por 4gua destilada. Em sequéncia, realizou-se o bloqueio da peroxidase
enddégena com peréxido de hidrogénio P.A. diluido a 10% em metanol P.A. em
temperatura ambiente. Foi realizada a recuperacéo do antigeno gp70 do FeLV como
tampéo Tris-EDTA pH 9, e recuperacdo do antigeno p24 gag do FIV, com tampéo
citrato pH 6. O bloqueio das reacdes inespecificas foi realizado em leite desnatado em
p6 (Molico®, Nestlé S.A., Aracatuba, Brasil) a 5% em agua destilada por 20 minutos.

Os anticorpos priméarios utilizados foram anti-gp70 (monoclonal, AbD Serotec,
Kidlington, UK) para FeLV e anti-p24 gag (monoclonal, AbD Serotec, Kidlington, UK)
para FIV, ambos diluidos na propor¢cédo de 1:500 em solucao salina tamponada com
fosfato (PBS), incubados em camara umida por 1h 30min em estufa a 37,5° C. As
laminas foram submetidas a incubacdo com kit sonda-polimero MACH 4 HRP
universal (Biocare Medical, Concord, California, EUA) durante 15 minutos na primeira
etapa (sonda) e 30 minutos na segunda etapa (polimero). A revelacéo foi realizada
com 3,3-diaminobenzidina (Cromégeno DAB, Dako, Glostrup, Denmark) e
contracorados com Hematoxilina de Harris.

Controles positivos para FeLV e FIV foram confeccionados a partir de cortes
histol6gicos de 3 um de blocos de parafina, previamente testados como positivos por
IHQ. Esses cortes foram desparafinados, reidratados e inseridos simultaneamente as

laminas de medula 6ssea no momento do bloqueio da peroxidase enddégena. Como
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controle negativo foram incubadas extensdes de medula 6ssea com PBS estéril, ao
invés de anticorpo primario.

As amostras foram consideradas positivas quando observada marcacao
intracitoplasmética intensa, refringente e brilhante em tom castanho amarronzado, e
negativas na auséncia deste, desconsiderando fundo e impregnacdes de cromégenos
em areas com intensos agregados celulares. A quantidade de marcacao positiva foi
avaliada de acordo com o numero médio de células marcadas por campo de maior
aumento (x400) ao redor das espiculas. Essa intensidade foi classificada em fraca
(menos de 2 células marcadas por campo), moderada (entre 3 a 9 células) e

acentuada (quando 10 ou mais células se apresentavam marcadas).
4.2.6 Inquérito epidemioldgico

As informacdes epidemiolégicas dos gatos foram obtidas mediante
preenchimento de um questionario (Anexo B), com obijetivo de identificar fatores que
podem estar relacionados com a infeccdo por FeLV e FIV. Foram coletados dados
sobre género, idade, origem, castracdo, acesso a rua, numero de gatos na mesma
habitacao, histérico do animal, condicéo corporal, presenca de doencas prévias ou em
ocorréncia.

Quanto ao género foram classificados em macho ou fémea, inteiros ou
castrados; e quanto a idade os animais foram classificados em filhote (0 a 6 meses),
jovem (7 a 35 meses), jovem adulto (36 a 83 meses), adulto (84 a 131 meses), adulto
idoso (132 a 179 meses) e idoso (acima de 180 meses) de acordo com as diretrizes
de estagios de vida para animais da espécie felina da American Association of Feline
Pratictioners (AAFP) e a American Animal Hospital Association (AAHA) (VOGT et al.,

2010) adaptada em meses.

4.2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram compilados em planilhas no Software Excel® (2019)
para posterior andlise estatistica descritiva e inferencial, com auxilio dos softwares
estatisticos SigmaPlot® versédo 12.0 (Systat Software, Inc., EUA) e GraphPad Prism®
versdao 8 (GraphPad Software, La Jolla, California, EUA). Para associar as
informacdes epidemiolégicas obtidas no inquérito com a positividade para FeLV e FIV

foram realizadas analises estaticas descritivas.
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A eficiéncia dos trés métodos de diagnosticos (ELISA, PCR e ICQ) foi calculada
da seguinte forma: a analise estatistica foi realizada por meio do método de Kappa
Cohen, que estabelece o indice de concordéancia entre as técnicas de diagndstico. A
concordancia é classificada e denominada de acordo com Landis e Koch (1977) em
qgue: <0 = nenhuma concordancia; valores entre 0 — 0,19 = concordancia baixa; valores
entre 0,20 — 0,39 = concordancia regular; valores entre 0,40 — 0,59 = concordancia
moderada,; valores entre 0,60 — 0,79 = concordancia substancial; valores entre 0,80 —
1,00 = concordancia alta.

4.2.8 Comité de ética e experimentacao animal

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UDESC, com o numero de registro 2306130319 (ID 000831) (Apéndice C).

4.3 RESULTADOS

Dos 188 gatos avaliados neste estudo, 42% (79/188) eram machos, destes, 5%
(4/79) castrados, e 58% (109/188) eram fémeas, das quais 9,2% (10/109) eram
castradas, todos sem raca definida (SRD). A idade média total era de 19,3 meses (+
17,57). A média de idade dos gatos machos foi de 16,1 meses (+ 15,3) e das fémeas
21,6 meses (+ 17,6). A composicdo dos grupos com relacdo ao género e as faixas
etérias esta descrita na Tabela 1.

Dos gatos avaliados foram obtidas informacdes epidemiolégicas de 73%
(137/188), enquanto os demais 27% (51/188) estavam acompanhados por familiares
ou conhecidos dos tutores, que ndo possuiam conhecimento dos dados referentes a
origem, habitos e higidez do paciente, e optaram por ndo responder ao questionario
epidemioldgico. Ressalta-se que 73% (100/137) dos gatos possuiam livre acesso a
rua, destes nenhum estava imunizado, bem como 73% (100/137) gatos conviviam
com outros animais da mesma espécie, com lotacdo variando entre 1 a 23 animais (X
4,09; £ 4,91). Ainda, 10% (10/100) desses animais compartilhavam bebedouros,
comedouros e caixas higiénicas, e 30% (30/100) apresentavam comportamento

agressivo com gatos coabitantes.
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Apesar de ndo haver distingéo entre a condicao de higidez dos gatos, somente
trés apresentavam doenca clinica em curso, dois casos de infeccdo concomitante por

Mycoplasma sp. e um caso de gengivite discreta.

Tabela 1 - Numero de gatos submetidos a investigacéo do virus da leucemia (FeLV)
e imunodeficiéncia felina (FIV) a partir das técnicas de imunocitoquimica (ICQ),
ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA) e reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) de acordo com a faixa etaria e o género.

Faixa etaria Macho Fémea o Total _ )

n %!? n % n %2 Médiaz D.P2 Min2 Méx.2
Filhotes 13 16,5 18 16,5 31 9 54 0,6 4 6
Jovens 62 78,5 68 62,4 130 75 154 6,5 7 30
Jovens adultos 2 2,5 21 19,4 23 13,8 46,7 11,4 36 72
Adultos 2 2,5 2 1,8 4 2,1 96 13,8 84 108

1 Total de animais componentes da faixa etaria; 2 Valores calculados com base na idade
dos animais em meses. Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Dentre os gatos testados, 28,2% (53/188) foram positivos para FeLV em ao
menos um dos trés testes utilizados (ICQ, ELISA e nested-PCR), sendo 51,0% (27/53)
machos e 49% (26/53) fémeas, entre 4 e 84 meses de idade (X 20; £ 14,5). Quanto a
positividade de acordo com o exame realizado, 26,6% (50/188) foram positivos pela
nested-PCR, 18,1% (34/188) pela ICQ e 11,2% (21/188) por ELISA.

Gatos positivos mutuamente para ICQ e nested-PCR totalizaram 17% (32/188),
ou seja, 64% dos positivos pela nested-PCR, também foram positivos pela 1CQ.
Quanto aos resultados muatuos para ICQ e ELISA, foram 10,6% (20/188), indicando
gue 58,8% dos gatos positivos no teste de ICQ também foram positivos pelo ELISA.
E por fim, resultados mutuos entre ELISA e nested-PCR também totalizaram 10,6%
(20/188) casos, indicando que em 40% dos positivos por PCR também houve
positividade por ELISA. A positividade para FeLV de acordo com o género e faixa
etaria estdo descritos na Tabela 2.

Quanto aos resultados do coeficiente de Kappa Cohen para as técnicas de
diagnostico de FeLV avaliadas em pares foi observada concordancia substancial entre
ICQ e ELISA (k= 0,68) e entre ICQ e PCR (k= 0,68) e concordancia moderada entre
ELISA e PCR (k= 0,48), como demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 2 - Resultados da deteccédo do virus da leucemia felina (FeLV) de gatos
pelas técnicas de imunocitoquimica (ICQ), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e

ensaio de imunoabsor¢édo enzimatica (ELISA) de acordo com género e faixa etaria.

Faixa etaria ICQ Nested-PCR ELISA
+ - + - + -

Filhotes (n= 31) 3 28 6 25 0 31
Total Jovens (n= 130) 27 103 36 94 20 110
(n=188)  j5yens adultos (n= 23) g 20 7 16 0 23

Adultos (n=4) 1 3 1 3 1 3

Filhotes (n= 13) 2 11 4 9 0 13
Machos Jovens (n= 62) 14 48 19 43 9 53
(n=79) Jovens adultos (n= 2) 1 0

Adultos (n=2) 1

Filhotes (n= 18) 1 17 2 16 0 18
Fémeas Jovens (n= 68) 13 55 17 51 11 57
(n=109  j0vens adultos (n= 21) 2 19 6 15 0 21

Adultos (n=2) 0 2 0 2 0 2

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Tabela 3 - Avaliacdo da concordancia entre os testes de imunocitoquimica (ICQ) de
aspirados de medula 6ssea, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de sangue total
e ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) de soro sanguineo para o
diagndstico da infeccao pelo virus da leucemia (FeLV) em gatos.

Testes Resultados dos testes Anélise de
comparados +/+ +/- -/ + -/ - Concordancia (K)
ICQ/ELISA 20 14 1 153 0,68
ICQ/PCR 32 2 19 135 0,68
ELISA/PCR 20 1 30 137 0,48

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Para FIV houve positividade em 4,3% (8/188) gatos, independente do teste
utilizado. Destes animais, 3,2% (6/188) eram positivos somente na ICQ, 0,5% (1/188)
somente no ELISA e 0,5% (1/188) em ambos os testes. Dos gatos positivos para FIV,
62,5% (5/8) eram machos e 37,5% (3/8) eram fémeas, entre 5 e 48 meses de idade
(x 26,1; £ 13,8), predominando animais jovens (50%; 4/8), seguidos por jovens adultos
(37,5%; 3/8) e filhotes (12,5%; 1/8). A analise de concordancia de Kappa Cohen entre
ICQ e ELISA para FIV demonstrou concordancia regular entre os testes (k= 0,21).

Quanto a intensidade de marcacéo ICQ para FelLV, observou-se marcacao
fraca em 52,9% (18/34) dos gatos (Figura 5A), moderada em 20,6% (7/34) (Figura 5B)
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e acentuada em 26,5% (9/34) (Figura 5C e D). Das sete amostras de ICQ positivas
para FIV, seis (85,7%) resultaram em marcacédo fraca (Figura 6A) e somente uma
(14,3%) teve marcacdo moderada (Figura 6B). Ressalta-se que todos os animais
positivos para FeLV ou FIV se apresentavam clinicamente saudaveis no momento da

colheita das amostras de medula 6ssea.

Figura 5. Avaliagdo imunocitoquimica (ICQ) anti-FeLV (gp70) de medula 6ssea em
gatos. A. Marcacéo intracitoplasmatica fraca em precursores hematopoiéticos. B.
Marcacdo moderada em cinco precursores hematopoiéticos. C. Marcacdo acentuada
em multiplos precursores hematopoiéticos. D. Marcacdo acentuada peri-espicular e
intracitoplasmatica em um megacariocito (seta) (Técnica do polimero ligado a
peroxidase, DAB, x400).
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Figura 6. Avaliacdo imunocitoquimica (ICQ) anti-FIV (p24 gag) de medula éssea em
gatos. A. Marcacao intracitoplasmatica em um anico precursor hematopoiético com
marcagao intracitoplasmatica. B. Marcagdo moderada em seis precursores
hematopoiéticos (Técnica do polimero ligado a peroxidase, DAB, x400).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.4 DISCUSSAO

A imunocitoquimica anti-FeLV apresentou concordancia substancial tanto com
a PCR, quanto com o ELISA, o que atesta sua capacidade de diagnosticar a infec¢cao
tanto na fase progressiva, quanto na fase regressiva, que € o principal intuito dos
diferentes testes para FelLV disponiveis (LITTLE et al., 2019; WESTMAN et al., 2019).
Ja os resultados obtidos na ICQ para FIV, tiveram concordancia regular, em que a
ICQ apresentou maior positividade que o ELISA. Esse resultado se apresenta como
um prospecto positivo para a identificacdo da infeccdo pelo FIV, visto que variacdes
geograficas do virus e a producdo de anticorpos podem implicar em testes falso-
negativos na PCR e no ELISA, respectivamente (FRANKENFELD et al., 2019; LITTLE
et al., 2019).

Dentre os gatos testados nesse estudo, observou-se que dos positivos para
FeLV pela PCR, considerado um dos métodos de maior eficiéncia diagnéstica (LITTLE
et al., 2020), dois tercos foram positivos também na ICQ. Esses resultados sao
reflexos diretos da metodologia de cada uma das técnicas utilizadas na confeccgao
desta pesquisa; a nested-PCR buscou detectar o DNA proviral até mesmo em
guantidades infimas, a partir do gene gag e do LTR do FeLV (MIYAZAWA; JARRETT,
1997; BIEZUS et al., 2019b), mas néo objetivava identificar moléculas da superficie
do envelope viral, tal como a ICQ anti-FeLV gp70.
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Em estudos pregressos de sensibilidade e especificidade do teste de ELISA
utilizado neste estudo para deteccdo do antigeno p27 do FelLV foram de 98,6% e
98,2% respectivamente, ja para o anticorpo p24 do FIV, a sensibilidade foi de 93,5%
e especificidade de 100% (HARTMANN et al., 2007), porém resultados falsos-
negativos no ELISA para FeLV podem ocorrer, conforme observados neste trabalho.

Esses falso-negativos ocorrem principalmente em duas situacdes: infeccao
progressiva, em curso por periodos inferiores a 30 dias em que ainda ndo ocorreu
viremia ou ha viremia transitoria; e infec¢des regressivas, em que a resposta imune
foi suficiente para conter, mas ndo para eliminar o virus do organismo, que fica
integrado ao DNA do hospedeiro sem promover viremia, doenca clinica ou transmitir
o agente (LITTLE et al., 2020). Especula-se que os resultados de ELISA falso-
negativos neste trabalho estdo associados ao curso da infec¢cdo, majoritariamente
regressivo e, portanto, sem apresentacao de viremia.

Quando o FeLV se insere no genoma hospedeiro com auxilio das integrases
virais e inicia sua replicacéo, ele passa a expressar as proteinas de superficie gp70 e
pl5E durante o empacotamento do genoma na membrana citoplasmatica. Esse
processo pode ou hao incumbir na persisténcia dessas proteinas virais na superficie
da célula (HARTMANN, 2012a; WILLETT; HOSIE, 2013). Portanto, acredita-se que
nos gatos com baixa carga viral avaliados neste trabalho, que evoluiram para a fase
regressiva da infeccdo, a quantidade dessas proteinas de superficie das células pode
ser insuficiente para realizacao do diagnéstico a partir da ICQ, assinalando resultados
falso-negativos como os observados nesse estudo.

Em um estudo realizado com gatos que apresentavam citopenia buscando
identificar a carga de RNA viral de FeLV em diferentes 6rgaos hematopoiéticos, foi
possivel observar que o baco foi o 6rgdo com maior predominio de particulas virais,
seguido pelo sangue e s entdo pela medula 6ssea (ABDOLLAHI-PIRBAZARI et al.,
2019). Tal fato demonstra que a realizacdo de um estudo similar em gatos
clinicamente saudaveis seria importante para determinar se ha seletividade de sitios
especificos de oOrgdos hematopoiéticos para o estabelecimento viral. Portanto,
também nao é possivel descartar completamente que, apesar da amostra de medula
Ossea selecionada ndo expressar positividade, uma amostra de outro sitio medular ou
de outro 6rgao do sistema hematopoiético fosse positiva.

Ja para o FIV, resultados falso-negativos no ELISA podem ocorrer em gatos

testados antes dos 60 dias pos-infeccdo, momento no qual a producéo de anticorpos
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ainda é limitada (LEVY; CRAWFORD; SLATER, 2004; LEVY et al., 2008). Na década
de 90 se acreditava que resultados falso-negativos tendiam a ser pouco comuns, visto
que, uma vez infectado pelo virus e produzindo anticorpos o0 paciente expressaria
positividade para os anticorpos por toda a vida (BARR, 1996).

Portanto, acredita-se que o maior nimero de animais detectados pela ICQ, mas
negativos pelo ELISA, estavam em estagios iniciais da infec¢édo, ainda ndo produzindo
anticorpos em quantidades suficientes para expressar positividade no teste rapido.
Essa constatacdo também foi verificada em um estudo que realizou hibridizacdo in
situ buscando RNA viral de FIV em cortes histolégicos da medula éssea de gatos
infectados, nos quais a identificacdo de particulas virais ocorreu em animais 59 e 63
dias pos-infeccao, respectivamente (BEEBE et al., 1992), periodo em que se estima
gue alguns animais podem estar iniciando a producdo de anticorpos.

Estudos recentes também demonstram que mutacdes no gene env induzidas
por acdo viral podem ser indutoras de resultados falso-negativos. Esse gene é
responsavel por codificar a proteina transmembrana (TM) do envelope viral, o principal
epitopo indutor da producdo de anticorpos anti-FIV (AVRAMEAS et al., 1992),
portanto, mutacbes podem decorrer em alteracBes estruturais nessa molécula,
conduzindo o organismo hospedeiro a produzir anticorpos irreconheciveis por testes
convencionais (CALZOLARI et al., 1995; FRANKENFELD et al., 2019).

Resultados falso-negativos na ICQ anti-FIV podem ser atribuidos ao
decréscimo gradual da carga viral no organismo, o que ocorre comumente nas fases
cronicas da infeccdo (SELLON; HARTMANN, 2012; FRANKENFELD et al., 2019;
LITTLE et al., 2020). Como consequéncia dessa reducédo de carga, também ocorre
reducdo no numero de células infectadas passiveis de marcagéo. Esse fator também
esclarece o motivo pelo qual a imunomarcacao anti-FIV foi mais discreta em relagcéo
aos casos de positivos de ICQ anti-FeLV. Apesar de ndo ter sido realizada PCR para
os casos de FIV neste trabalho, a baixa carga viral também pode ser atribuida a
resultados falsos-negativos nesta técnica (LITTLE et al., 2020).

Gatos podem ter resultados falso-positivos para FeLV e FIV pela técnica da
PCR, porém, esses erros estdo atribuidos principalmente a falha operacional, devido
a contaminagdo das amostras por material genético viral durante a execucao do teste
(WESTMAN; MALIK; NORRIS, 2019). A padronizacdo, os controles positivos e
negativos confiaveis e os protocolos rigorosos utilizados durante a realizacdo da

nested-PCR neste trabalho permite excluir a possibilidade da ocorréncia de testes
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falsos-positivos. Ja para o teste de ELISA, a ocorréncia de falsos-positivos para FeLV
tem alta associacdo com alteracdes colorimétricas da amostra, como a hemolise
(HOFMANN-LEHMANN; HARTMANN, 2020), um dos motivos pelo qual preconizou-
Se 0 uso de soro nesta pesquisa.

Malgrado a ICQ ser uma técnica frequentemente utilizada para o diagndéstico
de inumeras alteracbes neoproliferativas e degenerativas em diversas espécies
(OSAMURA, 1989; PATARAPADUNGKIT et al.,, 2020; SONG et al., 2020;
SANTANGELO et al., 2021), ndo havia, até entéo, sido descrita para o diagndstico de
FeLV ou FIV. Para identificacdo de retroviroses em outras espécies ha descricdo do
uso da ICQ em ovinos para determinar se 0os adenocarcinomas pulmonares eram
induzidos pelo virus Jaagsiekte tipo 2 (TOMA et al., 2020); e em aves, para diagnéstico
do virus do sarcoma de Rous (STOKER; BISSELL, 1987). Porém, nenhum com
objetivo de caracterizar a técnica como método de diagnostico, tampouco comparar
0s resultados obtidos com outras técnicas, como neste trabalho.

Curiosamente, multiplos artigos cientificos datados das décadas de 80 e 90,
realizando pesquisas associadas as retroviroses em distintas espécies e afec¢oes,
tendiam a utilizar o termo ICQ como sinonimia para a IHQ (KEYDAR et al., 1984;
BUDKA et al., 1987; SCHRENZEL et al., 1990). Entretanto, € importante ressaltar que,
tal como a citopatologia e a histopatologia, essas técnicas apesar de correlatas tém
métodos distintos de preparo e andlise e podem ter diferentes objetivos.

O total de gatos positivos para FelLV identificados nesta pesquisa,
independente da técnica utilizada, foi discretamente superior ao esperado quando
considerada a prevaléncia de 22,26% previamente identificada na regido de estudo,
diferente dos gatos positivos para FIV, em que ocorreu o inverso (BIEZUS et al.,
2019b). E importante destacar que quando comparado somente o método de ELISA,
utilizado como diagnéstico para determinar a prevaléncia no estudo supracitado, esse
namero reduz para a metade.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam a ocorréncia elevada de gatos
FelLV positivo, em comparacdo a baixa de FIV positivos. Esses resultados séo
amplamente contrastantes quando comparados aos obtidos em outras regides do
mundo aquém a América do Sul, onde a prevaléncia para FeLV varia de 1 a 15,6%
(ARJONA et al., 2000; YILMAZ; ILGAZ; HARBOUR, 2000; GLEICH; KRIEGER,;
HARTMANN, 2009; ENGLERT et al.,, 2012; GATES; VIGEANT,; DALE, 2017;
STAVISKY; DEAN; MOLLQY, 2017), e de FIV entre 2,5 a 22,3% (YILMAZ; ILGAZ,
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HARBOUR, 2000; GLEICH; KRIEGER; HARTMANN, 2009; ORTEGA-PACHECO et
al., 2014; GATES; VIGEANT; DALE, 2017).

A ocorréncia das retroviroses felinas no Brasil diverge amplamente devido a
extensa area territorial e também pela localizacdo da regido de estudo que pode
divergir quanto ao numero de gatos, cultura e questdes socioeconémicas, variando de
0,33% a 33% para FeLV e 2,3% a 11,7% para FIV (HAGIWARA et al., 1997; VICENTE
SOBRINHO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; COSTA et al., 2017; LACERDA et al.,
2017; BIEZUS et al., 2019b; ALMEIDA et al., 2021), corroborando com os dados
obtidos no presente trabalho.

Mesmo com o numero total de gatos machos avaliados sendo ligeiramente
inferior ao de fémeas, eles demonstraram proporcionalmente maior positividade tanto
para FeLV quanto para FIV, o que ja foi observado previamente em outros estudos
(YILMAZ et al., 2000; GOLDKAMP et al., 2008; BIEZUS et al., 2019b), fato que esta
relacionado com o comportamento mais proeminente de cortejo e territorialismo dos
machos, em comparacao as fémeas, o que torna confrontos entre eles importantes
fatores favorecedores a infeccao.

Estudos pregressos indicam que a faixa etaria de animais infectados por FeLV
varia entre jovens e jovens adultos (LEVY; EDINBORO, 2006; ALMEIDA et al., 2012;
GATES; VIGEANT,; DALE, 2017; BIEZUS et al., 2019b), tal como observado neste
trabalho, em que prevaleceram os animais jovens. Mesmo com a baixa ocorréncia de
animais FIV positivos neste estudo, notou-se semelhanca ao observado para FeLV no
tocante as faixas etérias, conflitando diretamente com dados da literatura, que
apontam a ocorréncia de FIV em animais mais velhos (GLEICH; KRIEGER,;
HARTMANN, 2009; RAVI et al., 2010; BIEZUS et al., 2019b; SZILASI et al., 2019).

O contato intraespécie nos animais positivos para FeLV e FIV nesta pesquisa
se revelou altamente presente, seja pela permissibilidade dos tutores para que o0s
gatos acessassem a rua ou entdo pelo compartiihamento do mesmo ambiente,
comedouros e bebedouros entre varios animais, sejam eles de responsabilidade do
mesmo tutor, ou errantes, algo ja descrito como fator associado a infeccao retroviral
previamente a partir de modelos epidemiolégicos (FROMONT; PONTIER; LANGLAIS,
1998), e também do cotidiano (BANDECCHI et al., 2006; ALMEIDA et al., 2012;
BANDE et al., 2012; CHHETRI et al., 2015; BIEZUS et al., 2019b).

Neste trabalho a técnica de ICQ foi aplicada unicamente em amostras de

medula 6ssea, porém, ndo se descarta que a ICQ anti-FeLV e FIV possa ser realizada
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em leucadcitos obtidos a partir da capa leucocitaria ou até mesmo de citoaspirados de
neoplasias extra e intracavitarias e tenha resultados satisfatorios na deteccdo da
infeccdo retroviral. Ndo ha documentacdo da aplicacdo desta técnica em gatos,
entretanto, relata-se o uso da ICQ para identificacdo do virus da diarreia viral bovina
(BVDV) em leucécitos obtidos da capa leucocitaria, demonstrando resultados
similares aos do isolamento viral e da PCR em tempo real (OZKUL et al., 2002).
InUmeros trabalhos descrevem a eficiéncia de testes de ELISA e PCR para o
diagnostico de FeLV e FIV em gatos com diferentes técnicas e amostras (ARJONA et
al., 2007; MAZUR et al., 2010; LIU et al., 2016; LEVY et al., 2017; WESTMAN et al.,
2017), porém, até o momento ndo existia nenhum trabalho publicado que descrevesse

a utilizacdo e apontasse a eficiéncia da ICQ para o diagnostico de FelLV e FIV.

4.5 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos nesta pesquisa foi constatada que a capacidade
de detectar a infeccao por FelLV tanto na fase progressiva, quanto na regressiva, Como
a PCR, e por ter demonstrado ser tdo eficiente quanto o ELISA para o diagndstico de
FIV, tornam a ICQ uma ferramenta diagndstica a ser considerada para uso na rotina
diagnostica. Quando comparada com as técnicas comumente utilizadas na
identificacdo do FelLV, obteve concordancia substancial, provando-se capaz de
detectar animais na fase progressiva e regressiva da infeccéo, tal como o PCR,
considerado eficiente. A deteccao de infec¢ao por FIV nos pacientes desse estudo por
ELISA foi menor se comparado com a ICQ. Conclui-se, portanto, que a ICQ é eficiente
e funcional para o diagnéstico de FeLV e FIV, podendo ser utilizada como uma

ferramenta para identificacdo do status infectivo em gatos.
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5 CARACTERIZACAO DE ASPIRADOS DE MEDULA OSSEA DE GATOS SEM
ALTERACOES CLINICAS E COM DIFERENTES CONDICOES
HEMATOLOGICAS

RESUMO

A avaliacdo da medula O0ssea possui grande importancia para o diagnostico de
inUmeras alteracdes hematoloégicas em animais, principalmente em gatos. Nessa
espécie ha maior propensdo ao desenvolvimento de altera¢cdes hematopoiéticas que
por sua vez estdo comumente associadas a infec¢cédo pelos virus da leucemia (FeLV)
e da imunodeficiéncia felina (FIV). Este estudo objetiva demonstrar as principais
caracteristicas da medula 6éssea de gatos clinicamente saudaveis de acordo com suas
alteracbes hematoldgicas. Para tal, foram colhidas e avaliadas amostras de sangue
total e medula déssea de 188 gatos, dos quais foram selecionados 120 gatos
clinicamente saudaveis, negativos para FeLV e FIV, e cujas amostras de medula
0ssea se encontravam em perfeita qualidade para analise. Os gatos foram separados
em grupos de acordo com as alterac6es hematoldgicas e, a partir disso, os dados
obtidos na avaliacdo da medula 6ssea foram compilados em tabelas de contingéncia
para analise descritiva. Dos 120 gatos, 64,2% eram fémeas e 35,8% machos, destes
predominaram jovens (67,5%). A média de espiculas medulares nessas amostras foi
de 13,7% e a densidade de 44%. Na avaliacdo quantitativa da medula, os
prorrubricitos e os rubriblastos se apresentaram em quantidades superiores do
preconizado em todos 0s gatos com ou sem alteracdes hematolégicas. Em todos os
grupos os linfécitos estavam diminuidos, e os gatos que apresentavam linfocitose
foram os mais préximos do intervalo de referéncia, apresentando flame cells e células
de Mott. A avaliagdo quantitativa da medula 6ssea mostrou valores distintos do
preconizado, inclusive em gatos sem alterac6es hematoldgicas. Existe a necessidade
de avaliar a medula 6ssea de forma global, ndo se atendo somente aos niumeros que

podem determinar erroneamente um diagnaostico.

Palavras-chave: Eritropoiese, leucopoiese, mielograma, hematologia.
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CHARACTERIZATION OF BONE MARROW ASPIRATES FROM CATS WITHOUT
CLINICAL CHANGES AND WITH DIFFERENT HEMATOLOGICAL CONDITIONS

ABSTRACT

Bone marrow evaluation had great importance for the diagnosis of numerous
hematological alterations in animals, especially in cats. In this species, there is a
greater propensity for the development of hematopoietic alterations, which in turn are
commonly associated with infection by the leukemia virus (FeLV) and feline
immunodeficiency (FIV). This study aims to demonstrate the main characteristics of
the bone marrow of clinically healthy cats according to their hematological alterations.
For this purpose, samples of whole blood and bone marrow from 188 cats were
collected and evaluated, from which 120 clinically healthy cats, negative for FeLV and
FIV, and whose bone marrow samples were in perfect quality for analysis, were
selected. The animals were separated into groups according to hematological
alterations and, from this, the data obtained in the bone marrow evaluation were
compiled in contingency tables for descriptive analysis. Of the 120 cats, 64.2% were
female and 35.8% male, predominantly young (67.5%). The average of medullary
spicules in these samples was 13.7% and the density was 44%. In the quantitative
evaluation of the marrow, prorubrocytes and rubriblasts were in higher quantities than
recommended in all animals with or without hematological alterations. In all groups,
lymphocytes were reduced, and cats with lymphocytosis were closest to the reference
range, showing flame and Mott cells. Quantitative bone marrow evaluation showed
values different from those recommended, including in cats without hematological
alterations. There is a need to assess the bone marrow globally, not just paying

attention to numbers that can erroneously determine a diagnosis.

Keywords: Erythropoiesis, leucopoiesis, myelogram, hematology.
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5.1 INTRODUCAO

A avaliacdo da medula 6ssea é um recurso valioso para a identificacdo de
enfermidades associadas a producéo, maturacao e liberacdo de eritrécitos, leucocitos
e megacariocitos, e permite identificar alteracdes nestas células diretamente no seu
sitio de origem (HARVEY, 2012a; STACY; HARVEY, 2017). Na medicina veterinéria,
apesar de ainda negligenciada pela comunidade clinica, a aspiracdo de medula 6ssea
€ mais utilizada do que a biépsia medular devido a maior velocidade e facilidade de
obtencdo da amostra (HARVEY, 2012a; RASKIN; MESSICK, 2012). Biopsias
medulares tem maior vantagem na avaliagcéo da estrutura e na celularidade global da
medula éssea, entretanto, a avaliacdo da morfologia das células € limitada e
complexa, o que torna a aspiracao o exame de eleicdo para este fim (HARVEY, 2012a;
MYLONAKIS; HATZIS, 2014; STACY; HARVEY, 2017).

O exame de medula 6ssea deve ser feito em conjunto com a avaliacao
hematoldgica e consiste em duas andlises principais, a citolégica e a numérica
(RASKIN; MESSICK, 2012; MYLONAKIS; HATZIS, 2014; STACY; HARVEY, 2017). A
primeira busca caracterizar a morfologia das células, aponta alteracbes
citoplasmaticas e nucleares, jA a segunda intenta uma visdo mais ampla da
composi¢do medular, indica a variacdo numérica das células precursoras e suas
linhagens subsequentes. Ambas sdo complementares e nenhuma das partes deve ser
ignorada a avaliacdo do patologista (STACY; HARVEY, 2017).

Para a medicina felina, a avaliacdo da medula 6ssea € indicada em pacientes
com histérico de anemia arregenerativa, neutropenia e trombocitopenia persistentes,
leucocitose sem causa definida, anomalias morfolégicas nos leucdcitos, eritrécitos e
plaguetas circulantes (JAIN, 1993a, 1993b; WEISS, 2006; WEISS; WARDROP, 2010;
HARVEY, 2012b; BYERS, 2017; TURINELLI; GAVAZZA, 2018). Além disso, é de
grande valor diagnostico quando existem suspeitas de disfuncbes medulares
decorrentes de neoplasias, primarias ou metastaticas, ou associadas com a infec¢céo
pelos virus da leucemia felina (FeLV) e imunodeficiéncia felina (FIV) (WEISS;
WARDROP, 2010; HARVEY, 2012b; BYERS, 2017; TURINELLI; GAVAZZA, 2018;).

Apesar da grande importéancia da avaliagdo medular nesta espécie, os valores
de referéncias datam das décadas de 1960 e 1990 e consideraram resultados obtidos
em um pequeno numero de animais, o que permite uma variacdo muito estreita dos
valores para a espécie (GILMORE; GILMORE; JONES, 1964; JAIN, 1993a; STACY;
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HARVEY, 2017). Além disso, existe uma colecao relativamente pequena de trabalhos
que estudam a medula 0ssea de gatos de forma quantitativa, e comumente esses
estudos se direcionam a alteracfes especificas, como as doencgas associadas com
infeccdes e neoplasias (TOTH; ONIONS; JARRETT, 1986; JAIN, 1993b; BREUER et
al., 1998; WEISS, 2006; HISASUE et al., 2009).

A partir disto, este trabalho objetiva demonstrar as caracteristicas citolégicas e
a contagem diferencial de amostras de medula éssea obtidas em um pequeno espago
de tempo em uma populagédo de gatos sem alteracdes clinicas evidentes, de acordo

com as alteracdes hematoldgicas expressadas por eles.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Composicéao do estudo

Amostras de sangue e medula 6ssea foram colhidas de 188 gatos selecionados
de forma randémica na rotina de atendimentos e castracdo do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) da Secretaria Municipal de Saude e de atendimentos clinicos do
Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), ambos no municipio de Lages/SC, Brasil, entre os meses de abril a
dezembro de 2019. N&o houve restricdo quanto ao género, idade e raca, e a
participacdo dos animais no estudo foi dependente do consentimento e autorizagao
do tutor (Apéndice Al1-2).

A faixa etaria dos animais foi determinada de acordo com as diretrizes de
estagios de vida para animais da espécie felina da American Association of Feline
Pratictioners (AAFP) e a American Animal Hospital Association (AAHA) (VOGT et al.,
2010) quanto a idade os gatosforam classificados em filhote (0 a 6 meses), jovem (7
meses a 2 anos), jovem adulto (3 a 6 anos), adulto (7 a 10 anos), adulto idoso (11 a
14 anos) e idoso (acima de 15 anos).

Gatos clinicamente debilitados, com dermatopatias ou historicos de doencas
recentes evidenciadas clinicamente foram excluidos do estudo. Adicionalmente, todos
0s gatos foram testados para FelLV por PCR e para FeLV e FIV por ELISA do sangue
periférico e ICQ de aspirados de medula éssea, e os positivos foram excluidos do

estudo, tal como os animais nos quais foi constatada infec¢do por Mycoplasma spp.
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durante avaliacdo microscopica dos esfregacos sanguineos. Dos 188 gatos avaliados,
49 foram positivos para FeLV e dois foram positivos mutuamente para FeLV e FIV em
ao menos um dos testes diagnosticos utilizados e foram excluidos deste estudo.

A testagem para FelLV e FIV foi realizada pelo ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA; SNAP® FIV/FeLV Combo Test, IDEXX Laboratories, Inc.
Westbrook, Maine, EUA) e adicionalmente para FeLV pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), a partir da técnica de nested-PCR adaptada de Miyazawa e Jarret
(1997). O DNA proviral do FeLV foi amplificado com base na regidao U3 LTR e 0 gene
gag de um FelLV do subgrupo A.

5.2.2 Hemograma

A colheita de sangue para hemograma foi realizada a partir de venopuncao
jugular e a amostra foi acondicionada em tubos com acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e prontamente levadas para analise no Laboratério Clinico Veterinario (LCV)
do CAV/UDESC. Para determinacdo do hematdcrito utilizou-se o método de
microhematdcrito em centrifuga (MicroSpin, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil). A
contagem total de eritrécitos e leucdcitos foi realizada com contador automéatico de
células (SDH-3 Vet, Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Para determinar o
diferencial de leucdcitos e a quantidade de plaguetas estimadas, realizou-se extensao
sanguinea preparadas com corante hematologico rapido (NewProv, Pinhais, Parana,
Brasil). Para avaliacéo e interpretacdo das alteragbes em hemograma foram utilizados
os valores de referéncia estabelecidos previamente por Weiss e Wardrop (2010).

5.2.3 Colheita e analise da medula 6ssea

Para colheita de medula 6ssea os gatos foram mantidos em anestesia geral
dissociativa com cetamina e xilazina por via intramuscular (IM) nas doses de 10 mg/
kg e 1,5 mg/ kg, respectivamente. Como medicagdo pré-anestésica foi utilizado
tramadol (2 mg/ kg/ IM) e antibioticoterapia preventiva com penicilina benzatina (24
mg/ kg/ IM). O acompanhamento pds-colheita do paciente era realizado pela equipe

clinica durante as primeiras seis horas.
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Para acesso ao canal medular foi realizado o posicionamento dos pacientes em
decubito lateral direito e inspecédo da face cranial do ombro para identificacdo da
tuberosidade deltoide do Umero esquerdo e preparo cirargico do local com tricotomia
e antissepsia com digliconato de clorexidina a 2% e &lcool 70%. Realizava-se uma
pequena incisdo cutanea com lamina de bisturi nimero 24 para insercao da canula
ergondmica, padrdoes Jamshidi trifacetada e lllinois em bisel (Figura 7) com sistema
de fechamento Luer-Lock em tamanhos 16G (0BIL1617/080® e BIL1617®, Biomedical
Srl, Firenze, Italia), para animais com peso inferior a 1,599 kg, e 13G (OBLT 1310%e
BIL1310®, Biomedical Srl, Firenze, Italia), com peso superior a 1,6 kg.

ApoOs a insercéo, as canulas eram levemente pressionadas na cortical do Umero
e rotacionadas bilateralmente em angulo de 90° repetidas vezes, até penetrarem no
canal medular. A estabilizagdo da agulha era avaliada mediante a remo¢ao mecanica
do mandril, constatando a imobilidade da cénula no canal medular. Se estavel,
realizava-se a aspiracdo de medula éssea com auxilio de uma seringa de 10 mL em

volumes variando de 0,3 a 0,8 mL.

Figura 7 - Técnica de colheita de amostra da medula 6ssea em gatos a partir da

tuberosidade deltoide do umero esquerdo utilizando canulas no padrao lllinois 13G.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Foram confeccionadas no minimo cinco e no maximo oito laminas de medula
O0ssea de cada animal, variando de acordo com a quantidade de espiculas obtidas.
Para o preparo das amostras foi utilizada a técnica de squash com as laminas de vidro
cruzadas, posteriormente coradas pela técnica de May Grunwald-Giemsa (MGG),
consistindo em May Grunwald azul de metileno-eosina puro (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), por 3 minutos, e Azur-eosina-azul de metileno em solucdo segundo
Giemsa (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), diluido em tampéo de Sérensen (30
gotas de corante em 1 mL de tampé&o), por 15 minutos.

As laminas citologicas de medulas 6sseas foram avaliadas primeiramente de
acordo com o numero de espiculas medulares por lamina (x100); densidade e
celularidade das espiculas (nUmero de precursores vs. adipdcitos); grau de maturacao
dos precursores e quantidade de linfocitos e plasmdcitos a cada cinco campos de
maior aumento (x400).

Para a avaliacdo quantitativa e interpretacao dos esfregacos foram utilizados,
para fins de comparacgéo, os valores de referéncia previamente descritos por Jain
(1993a) (Quadro 1). A avaliacao citomorfoldgica foi realizada de acordo com o descrito
por Harvey (2012b), para tanto foram avaliados criteriosamente megacariocitos em
magnificacdo de x100 em 10 campos da regido periespicular e espicular. A avaliacdo
diferencial quantitativa da medula 6ssea foi realizada nas duas melhores laminas de
cada animal (as quais estavam livres de artefatos e sem sobreposic¢ao celular) a partir
da contagem de 500 células nucleadas totais (CNT) em aumento de x1000 em
imersdo com auxilio de microscépio 6ptico, catalogadas e calculadas com auxilio do
aplicativo para smartphone BM conter®9% (Kazuyoshi Sasaoka, AppStore). A
contagem diferencial das células foi feita em hot spots na periferia das espiculas.
Dentre todas as amostras colhidas, 17 possuiam CNT inferior a 500 ou apresentavam
acentuada agregacao plaguetaria e, portanto, foram excluidas da analise.

Ademais, considerou-se a medula 6ssea em estado regular quando
evidenciada celularidade variando entre 25% e 75%, em relacdo a quantidade de
precursores vs. adipécitos, amplamente dependente da faixa etaria do animal em
questao, em que essa relacado diminui proporcionalmente com o avanc¢o da idade.
Esses resultados foram sempre analisados conjuntamente com o eritrograma e o
leucograma do respectivo paciente.

As células foram avaliadas minuciosamente quanto ao tamanho, grau de

maturacgéo, coloracao de citoplasma, formato nuclear, segmentacé&o de nucleo, arranjo
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de cromatina, caracteristicas de citoplasma e membrana citoplasmatica, e as
alteracdes foram descritas conforme preconizado por Harvey (2012). A série
eritrocitica foi avaliada desde o0s estdgios mais iniciais até o0s eritrocitos
policromatofilos, atentando-se a células megaloblasticas, multinucleadas e com
nacleos pleomorficos.

Como os plasmacitos apresentam ampla variabilidade morfoldgica, foi avaliada
a quantidade de células e as caracteristicas citoplasmaticas. Outras células como
fagdcitos, mastdcitos, osteoclastos e fibroblastos também foram descritos de forma
guantitativa quando existentes. Toda a avaliagdo medular foi completamente transcrita

em uma ficha especifica para este fim, que consta no Apéndice D.

Quadro 1 - Contagem diferencial de células da medula 6ssea de gatos (n=7)

predeterminada por Jain (1993a).

Tipo celular Referéncia % | Tipo celular Referéncia %

Mieloide Eritroide

Mieloblasto 0-0,4 | Rubriblasto 0-0,8

Promieldcito 0 — 3,0 | Prorrubricito 0-16

Mieldcito neutrofilico 4,4 — 13,2 | Rubricito 10,2-29,4

Metamieldcito neutrofilico 0,6 — 8,0 | Metarrubricito 1,0-10,4

Neutroéfilo bastonete 12,8 - 16,6 | Outros

Neutréfilo segmentado 6,8 — 22,0 | Linfocitos 11,6 - 21,6

Mieldcito eosinofilico Plasmacitos 02-1,6

Metamielécito eosindfilico 0,8 -3,2 [ Monécitos 0-0,2

Eosinéfilo bastonete S e | Macrofagos 0-0,2

Eosindfilo segmentado Serie tromboblastica,

Série basofilica 0 - 0,4 | mastocitos, osteoclastos, Raros
fibroblastos, células estromais

Relac&o Mieloide/Eritroide (RME) 1,21 -2,16

Fonte: Adaptado de Jain (1993a).

5.2.4 Andlise estatistica

Os grupos de animais avaliados foram selecionados e separados de acordo
com as alteracbes hematoldgicas encontradas ou inexisténcia, para fins de
comparacao com os dados obtidos na analise da medula 6ssea. Os dados obtidos
foram compilados em planilhas no Software Excel® (2019) para andlise estatistica
descritiva e inferencial, determinando médias, desvios padrbes e valores maximos e
minimos, com auxilio do software estatistico Jamovi® versdo 2.0 (Jamovi Project

Computer Software, Sydney, Australia).
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5.2.5 Comité de ética e experimentacdo animal

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UDESC, com o numero de registro 2306130319 (ID 000831) (Apéndice C).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Avaliagéo geral

O numero total de animais inclusos nesta pesquisa foi 120, apés a exclusédo
dos gatos positivos para FeLV ou FIV, ou entdo dos que apresentaram amostras de
medula 6ssea com contaminacdo abundante com sangue periférico, repletas por
agregados plaquetarios e feixes de fibrina (Figura 8). Ademais, treze amostras
apresentaram hemodiluicdo (Figura 9), porém sem prejuizos para contagem da CNT.
Dentre os 120 gatos, 64,2% (77/120) eram fémeas e 35,8% (43/120) machos. Quanto
as faixas etarias 17,5% (21/120) eram filhotes, 67,5% (81/120) jovens, 12,5% (15/120)
jovens adultos e 2,5% (3/120) adultos.

De forma coletiva, a média dos parametros hematolégicos se encontrava dentro
dos valores de referéncia (tabela 4), a excecdo dos basdfilos, que foram observados
com maior frequéncia do que o esperado. Quando avaliados os hemogramas
individualmente, 47% (57/120) né&o apresentavam nenhum tipo de alteragao
hematoldgica, entretanto, nos demais 63 (53%) foram observadas alteracbes
hematoldgicas, considerando que mais de uma alteracédo poderia estar presente em
cada paciente, como leucocitose (28/120; 23,3%), eosinofilia (23/120; 19,2%),
neutrofilia (22/120; 18,3%), trombocitopenia (20/120; 16,7%), linfopenia isolada
(17/120; 14,2%), basofilia (15/120; 12,5%), monocitose (12/120; 10%), linfocitose
(8/120; 6,7%), anemia (2/120; 1,7%) e leucopenia (2/120; 1,7%).
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Figura 8 - Aspirado medular de um gato, inapto para avaliacado devido a coagulacéo
excessiva, com abundantes agregados de plaquetas (cabeca de seta), com

citoplasma eosinofilico e granular [May Grunwald-GIEMSA (MGG), x400]. Insert.

Aspecto macroscoépico da placa de Petri apds a deposi¢do desta mesma amostra.
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Figura 9 - Aspirado de medula 6ssea hemodiluido, contendo abundante
contaminacao por sangue periférico (MGG, x100). Insert. Aspecto macroscopico da

placa de Petri apds a deposi¢do desta mesma amostra.
B R TTEY kR AT,
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Tabela 4 - Valores obtidos no hemogramade 120 gatos clinicamente saudaveis

submetidos a aspiracdo de medula 6ssea.

Desvio Percentil Percentil

Parémetro Unidade Média Padrio Mediana o5 75 Referéncia’
Eritrocitos 10%/uL 7,6 1,3 7,6 6,7 8,4 55~10
Hemoglobina g/dL 111 15 111 10 12,3 8~15
Hematdécrito % 33,8 51 33 30 37 24 ~ 45
VGM? fL 45,1 5,5 44,1 41,6 48,1 39 ~55
CHGM2 % 32,9 3,4 32,1 30,8 33,4 31~35
Plaquetas 103/uL 381 119 376 298 445 300 ~800
Leucécitos /uL 14.108 6.712 12.330 8.424 18.175 51895000
Bastonetes /uL 0 0 0 0 0 0~ 300
Segmentados m 9101  5.206 8.048 4742 12.135 Fhy
Linfocitos /uL 3.412 2.125 2.895 2.092 3.944 1.500 ~ 7.000
Eosinofilos /uL 1.154 1.153 818 552 1.369 0~ 1.500
Basodfilos /uL 118 180 0 0 165 Raros
Mondcitos /uL 348 189 205 99,8 460 0 ~ 850

1\/olume globular médio; 2Concentragdo de hemoglobina globular média; *Weiss e Wardrop, 2010.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Quanto a analise geral dos 120 aspirados de medula 6ssea, o numero de
espiculas por amostra variou de 1 a 50 por lamina, com média de 13,7 (¥8,7), e a
densidade de 25% e 80%, com média de 44% (+15,3%). A relacdo mieloide/eritroide
(M:E) variou de 0,7 a 2,3, com média de 1,50 (+0,3), em que a contagem total de
células mieloides foi no minimo 189 e no maximo 333 (x 261; £23,7) e a das células
da linhagem eritroide, no minimo 112 e no maximo 271 (x 178; +22,2).

A contagem de megacariécitos alcangou em média 16,9 (+8,8) células a cada
dez campos de menor aumento (10x) e a de linfécitos em média 5,31 (+1,8). Em raros
casos, foram observados megacariocitos com emperipolese de neutrofilos.

A média de espiculas nos animais filhotes foi 8,1 (£ 5,1), com densidade média
de 42,1% (+£14,1), ja nos animais adultos as espiculas alcangcaram média de 16,3
(x7,2) e densidade média de 56,7% (+x50). Na Tabela 5 estédo descritos os dados

guantitativos gerais por células avaliadas.

75



72

Tabela 5 - Andlise descritiva da avaliacdo quantitativa dos aspirados de medula

O0ssea com valores expressados em porcentagem (%) dos 120 gatos.

. . . L . Percentil Percentil Referéncia
Linhagem Células Avaliadas (%) Média Mediana D.P.2 o5 75 Preconizada*
Mieloides 52,6 52,6 5,4 48,9 55,6 -

Mieloblasto 1,6 1,6 0,8 1 2,2 0~0,4
Promieldcito 2,9 3 1,2 2,1 3,6 0~3
Mielécito neutrofilico 5,2 51 1,9 4 6,2 4,4 ~13.2
Metamielécito neutrofilico 3,9 3,8 1,3 3,1 4,8 0,6 ~8,0
Neutréfilo bastonete 8,6 8 3,7 6,4 10 12,8 ~ 16,6
Neutréfilo segmentado 26,2 25,9 4 24,2 28,4 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,4 0,4 0,5 0 0,6
Metamieldcito eosinofilico 0,5 0,4 0,5 0,2 0,8 08~32
Eosindfilo bastonete 0,9 0,8 0,6 0,4 1,2 ity
Eosinofilo segmentado 1,9 1,8 1,2 1 2,6
Série basofilica 0,3 0,2 0,3 0 0,4 0~04
Eritroide 35,6 34,9 4,44 33,2 37,3 -
Rubriblasto 1,1 1 0,6 0,6 1,4 0~0,8
Prorrubricito 53 4.9 2,4 4,9 6,8 0~16
Rubricito 20,8 20,2 3,3 20,2 22,3 10,2~29,4
Metarrubricito 8,4 8,5 2,5 6,7 9,6 1,0~10,4
Outros 12 12,2 3,5 9,8 14,6 -
Linfécitos 8,8 8,8 29 7,2 10,8 11,6 ~21,6
Plasmécitos 1,3 1,2 11 0,6 1,8 02~1,6
Mondécitos 1,5 1,5 0,8 1 2 0~0,2
Série tromboblastica 0,4 0,4 0,3 0 0,4 Raros
Relacdo Mieloide/Eritroide 1,5 1,52 0,27 1,32 1,65 1,21 ~2,16

1Desvio Padréo; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.3.2 Gatos sem alterac6es hematolodgicas

Dentre o0s 57 (47%) isentos de alteracbes hematoldgicas, 68,4% (39/57) eram
fémeas e 31,6% (18/57) eram machos, com idade variando de 5 a 108 meses
(x 18,8; £19,6), dentre 0s quais prevaleceram os animais jovens (56,1%; 32/57),
seguidos pelos filhotes (26,3%; 15/57), jovens adultos (15,8%; 9/57) e adultos (1,8%;
1/57). Os dados dos hemogramas desses pacientes encontram-se na Tabela 6.

Na avaliagdo da medula O0ssea desses pacientes, na série mieloide se
destacam os valores obtidos para mieloblastos (x 1,6%; +0,82), promielécitos (x 3,7%;
+1,68) e neutréfilos segmentados (x 26,3%; +4,14). Ja as células da linhagem
eritroide, destaca-se a contagem de prorrubricitos (x 4,9%; £2), com minimo de 1,4%
e maximo de 9% por amostra. A média de linfécitos e plasmocitos observados na
amostra foram, respectivamente, 9,1% (+3) e 1,4% (+1,3). A RME desses pacientes
variou de 0,9 até 2,2, com média de 1,49. Os dados referentes a analise de medula

Ossea destes gatos estdo descritos na Tabela 7. Células como tromboblastos
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(precursores de megacariécitos), macrofagos (predominantemente Nurse cells),

mastocitos, osteoclastos e mondcitos, foram observados de forma ocasional, sem

interferir de forma objetiva nos demais valores.

Tabela 6 - Valores de hemograma de 57 gatos sem alteracées hematolégicas

submetidos a aspiracdo de medula 6ssea.

Parametro Unidade Média Fl?esvlo Mediana Percentil  Percentil Referéncia”
adrao 25 75
Eritrocitos 108/uL 7,7 11 7,6 6,9 8,5 55~10
Hemoglobina g/dL 11 15 10,9 9,8 12,1 8~15
Hematécrito % 33,7 4,7 32 30 37 24 ~ 45
VGM? fL 44,2 4,5 43,5 41 46,3 39~55
CHGM?2 % 32,5 2,1 32,5 31,2 33 31~35
Plaquetas 103/uL 425 104 414 363 486 300 ~800
Leucdcitos /uL 10.738 3.265 11.277 7.568 12.890 5.000 ~ 19.500
Bastonetes /uL 0 0 0 0 0 0~ 300
Segmentados /uL 6.502 2.671 6.732 4.069 8.154 2.500 ~ 12.500
Linfécitos /uL 3.183 1.475 2.884 2.229 3.765 1.500 ~ 7.000
Eosindfilos /uL 768 451 647 494 901 0~ 1.500
Basdfilos /uL 96,4 202 0 0 124 Raros
Mondcitos /uL 189 186 124 75 289 0 ~ 850

VVolume globular médio; 2Concentracdo de hemoglobina globular média; *Weiss e Wardrop, 2010.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Tabela 7 - Andlise descritiva da avaliacdo quantitativa dos aspirados de medula

O0ssea de 57 gatos sem alteracdes evidentes em hemograma.

. , . . . Percentil  Percentil Referéncia
0, 1

Linhagem Células Avaliadas (%) Média D.P.! Mediana o5 75 Preconizada*

Mieloides 52,1 4,7 52,6 49 54,4 -
Mieloblasto 1,6 0,8 1,6 1 2 0~04
Promiel6cito 3,6 1,7 3,4 2,6 4.4 0~3
Mielécito neutrofilico 45 1,9 4.4 1 6 44 ~13,2
Metamiel6cito neutrofilico 3,9 1,4 3,8 3 5 0,6 ~8,0
Neutréfilo bastonete 7,8 2,7 7,6 6 9,4 12,8 ~ 16,6
Neutrofilo segmentado 26,3 4,14 25,8 24,2 28,4 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,5 0,5 0,4 0,2 0,8
Metamielécito eosinofilico 0,6 0,6 0,4 0,2 0,8 0,8~3,2
Eosindfilo bastonete 1 0,6 1 0,4 1,4 e
Eosindfilo segmentado 2 1,2 1,8 1,8 2,6
Série basofilica 0,4 0,37 0,4 0 0,4 0~04

Eritroide 35,6 4 35 33,2 37,4 -
Rubriblasto 1,1 0,5 1 3,2 5,9 0~0,8
Prorrubricito 4.9 2 4.6 3,4 6,4 0~1,6
Rubricito 21,4 3,7 20,2 18,8 23,6 10,2~29,4
Metarrubricito 8,4 2,5 8,2 6,8 9,6 1,0~10,4

Outros 12,2 3,7 12 10,8 15 -
Linfécitos 9 3 8,8 7,6 11 11,6 ~ 21,6
Plasmécitos 1,4 1,3 1 0,4 1,8 0,2~1,6
Monécitos 1,4 0,7 1,4 1 2 0~0,2
Série megacariocitica 0,4 0,4 0,4 0,2 0,6 Raros

Relagéo Mieloide/Eritroide 1,49 0,25 1,34 1,54 1,65 1,21 ~2,16

1Desvio Padréo; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5.3.3 Gatos com anemia

Os dois felinos que apresentavam alteracdes compativeis com anemia eram
machos, jovens, e com 24 meses de idade. Um deles com anemia microcitica
normocrémica (Animal 1) e o outro anemia normocitica normocromica (Animal 2). Em
um deles, notou-se eosinofilia discreta, sem demais alteracdes leucocitarias ou
plaquetarias.

A linhagem eritroide nesses pacientes era superior & mieloide, com especial
prevaléncia de prorrubricitos, até 10 vezes maior do que o valor preconizado pela
referéncia, tal como apresentado na Tabela 8. Ambos os pacientes apresentaram
relacdo mieloide/eritroide inferior a 1, respectivamente 0,95 e 0,88. Foi possivel
observar hiperplasia reacional da linhagem eritroide em ambos os casos (Figuras 10A-
B).

Tabela 8 - Resultados quantitativos da avaliagéo citolégica de aspirados de medula
0ssea de dois gatos com quadro hematoldgico de anemia.

. ; . Animal 1 Animal 2 Referéncia
Linhagem  Células Avaliadas (%) % N % N Preconizada*
Mieloides 44 220 39,8 206 -

Mieloblasto 3 15 0,6 3 0~04
Promielécito 2,4 12 3 15 0~3
Mielécito neutrofilico 9,6 48 2,4 12 4.4 ~13,.2
Metamielécito neutrofilico 3 15 3 15 0,6 ~8,0
Neutrofilo bastonete 5 25 7,8 39 12,8 ~ 16,6
Neutréfilo segmentado 19,4 97 21,4 107 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0 0 0,4 2
Metamielécito eosinofilico 0 0 0 0 08~32
Eosinéfilo bastonete 0,4 2 0,2 1 o)
Eosindfilo segmentado 1,2 6 0,8 4
Série basofilica 0 0 0,2 1 0~04
Eritroide 46,2 231 45,2 226 -
Rubriblasto 1,4 7 1,4 7 0~0,8
Prorrubricito 11,6 58 9,8 49 0~1,6
Rubricito 26 130 25,2 126 10,2 ~29,4
Metarrubricito 7,2 36 8,8 44 1,0~104
Outros 9,8 49 15 75 -
Linfécitos 4.4 22 11,8 59 11,6 ~21,6
Plasmécitos 3 15 1,2 6 02~1,6
Mondécitos 2 10 2 10 0~0,2
Série tromboblastica 0,4 2 0 0 Raros
Relagéo Mieloide/Eritroide 0,95 - 0,88 - 1,21 ~2,16

*Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Figura 10 - Aspirado medular de um gato com hiperplasia eritroide. A. Notam-se
rubriblastos (setas pretas) em moderada quantidade, seguidos por grande numero
de rubricitos (cabecas de seta preta) em diversas fases de maturacao e amplo
precursor granulocitico em processo de metéafase tipica (cabeca seta vermelha)
(x400). B. Imagem A aproximada, onde se nota propor¢cdo aumentada de
rubriblastos (seta preta), prorrubricitos (cabeca de seta preta), e rubricitos em
multiplos estagios, em relacdo aos precursores granulociticos, como mielécitos (seta

vermelha) e neutrdéfilos bastonetes (cabeca de seta vermelha) (x1000) (MGG).
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5.3.4 Gatos com leucocitose

Vinte e oito (23,3%) dos 120 felinos apresentaram leucocitose,
independentemente do tipo de células envolvida. Esses gatos eram distribuidos
igualmente entre machos e fémeas (14/28), e possuiam idade variando de 5 a 60
meses (x 21,3; £12,8), dentre 0s quais se notou predominio de gatos com a faixa etaria
jovem (82,1%; 23/28), seguidos por jovens adultos (14,3%; 4/28) e filhotes (3,6%;
1/28). O valor médio de leucécitos desses animais foi de 24.093/uL (£4.030), com
minimo de 19.500/uL e maximo de 35.550/uL, conforme demonstrado na Tabela 9.
Destes 28, nove (34,1%) apresentavam leucocitose unicamente por neutrofilia de
células maduras e sete (25%) por neutrofilia de células maduras, eosinofilia e
monocitose, conforme Tabela 10.

O mielograma desses pacientes apresentou valores de mielécitos neutrofilicos
(x 2,9%; +1,3%) e neutrofilos bastonetes (x 11,1%; +1,2%) inferiores aos previamente
preconizados. Em contrapartida os neutrofilos segmentados alcancaram valores

superiores (x 26,1%; +4,7%). Nao foi observada hiperplasia da linhagem granulocitica
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em nenhum desses casos, porém em um dos casos foram notados abundantes

neutroéfilos segmentados, alcancando 33% das 500 células avaliadas.

Tabela 9 - Valores de hemograma de 28 gatos com leucocitose submetidos a

aspiracdo de medula 0ssea.

Desvio

Percentil

Percentil

Parametro Unidade Média Padrio Mediana o5 75 Referéncia’
Eritrocitos 10%/uL 7,3 1,2 7,6 6,5 8,1 55~10
Hemoglobina g/dL 11,2 1,6 11 10,1 12,4 8~15
Hematdécrito % 33,6 4,9 33 29,8 38 24 ~ 45
VGM? fL 46,3 4,6 46,5 42,5 49,4 39 ~55
CHGMzZ % 33,6 4.7 31,6 30,7 35 31~35
Plaquetas 103/uL 316 134 349 210 422 300 ~800
Leucocitos /uL 24.093 4.030 23.950 20.728 26.275 5.000 ~ 19.500
Bastonetes /uL 0 0 0 0 0 0~ 300
Segmentados /uL 15.814 4.537 15.902 13.361 17.857 2.500 ~ 12.500
Linfécitos /uL 5.183 2.723 4.331 3.012 7.125 1.500 ~ 7.000
Eosindfilos /uL 2.151 1.857 1.576 1.003 2.377 0~ 1.500
Basdfilos /uL 186 229 204 0 254 Raros
Monécitos /uL 757 543 664 366 1.195 0~ 850

Volume globular médio; 2Concentracdo de hemoglobina globular média; *Weiss e Wardrop, 2010.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Tabela 10 - PadrBes observados nos leucogramas de 28 gatos com leucocitose,

clinicamente saudaveis, submetidos a aspiracdo de medula 0ssea.

Leucograma

NUmero de casos

Percentual (%)

Neutrofilia madura

Neutrofilia madura, Eosinofilia e Monocitose
Neutrofilia madura e Eosinofilia

Neutrofilia madura e Linfocitose

Eosinofilia

Neutrofilia madura, Eosinofilia e Linfocitose
Linfocitose e Monocitose

Eosinofilia e Linfocitose

Linfocitose

9

P PPN W W

1

32,1
25
10,7
10,7
7,1
3,6
3,6
3,6
3,6

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

O numero de prorrubricitos nesses pacientes alcancou valores quase quatro

vezes superiores (x 5,8%; +2,71%) ao valor maximo previamente determinado, sendo

11% o valor mais alto dentre eles. Todos os demais valores podem ser observados

na Tabela 11. Destes, 92,9% (26/28) apresentaram caracteristicas compativeis com

hiperplasia granulocitica reativa, mas somente em 7,1% (2/28) observou-se RME

aumentado.
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Tabela 11 - Resultados quantitativos da avaliacéo citoldgica de aspirados de medula

Ossea de 28 gatos com leucocitose, clinicamente saudaveis.

i i Referéncia
Linhagem  Células Avaliadas (%) Média D.P1  Mediana Percentil Percentil .
25 75 Preconizada*
Mieloides 54 7,1 53,3 48,9 58 -
Mieloblasto 15 0,8 1,2 0,8 1,9 0~04
Promieldcito 2,9 1,3 3 1,9 3,3 0~3
Mielécito neutrofilico 51 2,2 5 3,6 6 4,4 ~13,2
Metamielécito neutrofilico 3,9 1,2 3,6 3,2 4,8 0,6 ~8,0
Neutréfilo bastonete 11,1 5,6 9,8 8,1 11,6 12,8 ~ 16,6
Neutréfilo segmentado 26,1 4,7 27 24,3 28,9 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,2 0,3 0 0 0,4
Metamieldcito eosinofilico 0,5 0,4 0,4 0,2 0,7 08~32
Eosintfilo bastonete 0,7 0,6 0,6 0,4 1 e oo
Eosindfilo segmentado 1,8 11 1,6 0,9 23
Série basofilica 0,2 0,2 0 0 0,4 0~04
Eritroide 35,1 57 35,4 32,8 37,3 -
Rubriblasto 0,8 0,5 0,8 0,5 1,2 0~0,8
Prorrubricito 5,8 2,7 5,6 3,5 7,3 0~1,6
Rubricito 19,8 3 19,6 18,6 21,2 10,2 ~29,4
Metarrubricito 8,7 3,2 9 6,5 10,3 1,0~10,4
Outros 12 3,55 13,2 9,5 14,7 -
Linfécitos 8,7 2,9 9,1 6,9 10,8 11,6 ~21,6
Plasmécitos 1,4 0,9 1,2 0,8 1,9 0,2~1,6
Mondécitos 1,6 0,9 1,6 1,1 2 0~0,2
Série tromboblastica 0,3 0,3 0,4 0 0,4 Raros
Relacédo Mieloide/Eritroide 1,52 0,32 1,3 1,47 1,66 1,21 ~2,16

1Desvio Padréo; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.3.5 Gatos com neutrofilia

A neutrofilia foi observada em 18,3% (22/120) dos gatos. Desses, 63,6%
(14/22) eram machos e 36,4% (6/22) fémeas, com idade média de 20,3 (+x13,8) meses
e predominio de animais da faixa etaria jovem (81,8%; 18/22), seguido por jovem
adulto (13,6%; 3/22) e filhote (4,5%; 1/22). A média de neutréfilos segmentados
observados foi de 17.506/uL (+3.375), entretanto ndo foram observados neutréfilos
bastonetes nesses pacientes. Os demais valores obtidos por hemograma estéao
expressados na Tabela 12.

Neutrofilia isolada foi observada em oito (36,7%) dos casos, os demais foram
associados com eosinofilia e monocitose (31,8%; 7/22), eosinofilia (13,6%; 3/22),
linfocitose (9,1%; 2/22) e “linfocitose com eosinofilia”, “linfocitose com monocitose” e
“monocitose” com 4,5% (1/22) cada.

A avaliagédo quantitativa da medula 6ssea desses gatos foi muito semelhante a

observada nos pacientes com leucocitose (Tabela 13). Ressalta-se que dos 22
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animais, 21 apresentavam numeros de neutrofilos segmentados intramedulares acima

do valor maximo indicado no intervalo de referéncia, desta forma compativel com um

quadro de hiperplasia granulocitica de ordem neutrofilica.

Tabela 12 - Valores de hemograma de 22 gatos com neutrofilia submetidos a

aspiracao de medula Gssea.

Parametro Unidade Média Eesvlo Mediana Percentil  Percentil Referéncia”
adrédo 25 75
Eritrocitos 108/uL 7,3 1,2 7,7 6,5 8,2 55~10
Hemoglobina g/dL 111 15 11,2 9,8 12,5 8~15
Hematécrito % 34,1 5,3 33 29,3 39,5 24 ~ 45
VGM? fL 46,7 4.4 46,5 43,3 49,1 39-~55
CHGM?2 % 32,9 3,7 31,4 30,7 33,2 31~35
Plaquetas 103/uL 344 116 352 288 430 300 ~800
Leucécitos /uL 24.684 4.165 24.671 21.080 26.425 5.000 ~ 19.500
Bastonetes /uL 0 0 0 0 0 0~ 300
Segmentados /uL 17.506 3.375 16.451 15.300 18.876 2.500 ~ 12.500
Linfécitos /uL 4.450 2.037 3.970 3.000 5.878 1.500 ~ 7.000
Eosindfilos /uL 1.700 1.076 1.475 1.021 2.237 0~ 1.500
Basofilos /uL 179 237 101 0 253 Raros
Mondcitos /uL 848 547 751 408 1.211 0 ~ 850

Volume globular médio; 2Concentracdo de hemoglobina globular média; *Weiss e Wardrop, 2010.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Tabela 13 - Resultados quantitativos da avaliacao citolégica de aspirados de medula

0ssea de 22 gatos com neutrofilia, clinicamente saudaveis.

. . . - . Percentil Percentil Referéncia
Linhagem Células Avaliadas (% Média D.pP1 Mediana
g (%) 25 75 Preconizada*

Mieloides 54,4 7,23 52,6 48,6 58,3 -
Mieloblasto 1,5 0,8 1,2 0,9 1,7 0~04
Promieldcito 2,7 1,2 2,3 1,6 3,2 0~3
Mielécito neutrofilico 51 2,4 4.6 3,7 6 4.4~13,.2
Metamielécito neutrofilico 4.1 1,2 3,9 34 4.8 0,6 ~8,0
Neutréfilo bastonete 11,2 6,2 9,3 8,1 11,3 12,8 ~ 16,6
Neutréfilo segmentado 26,6 4,1 27 24,1 29,1 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,2 0,3 0 0 0,4
Metamieldcito eosinofilico 0,5 0,4 0,4 0,3 0,6 08~32
Eosindfilo bastonete 0,6 0,4 0,4 0,4 0,9 iy
Eosinofilo segmentado 1,8 1 1,6 11 2,2
Série basofilica 0,2 0,3 0 0 0,4 0~04

Eritroide 31 4.7 35 32,4 36,9 -
Rubriblasto 0,7 0,4 0,6 0,5 0,9 0~0,8
Prorrubricito 57 2,8 5,6 3,3 6,9 0~1,6
Rubricito 19,2 3 19 18,3 20,7 10,2 ~29,4
Metarrubricito 8,3 2,5 9 6,1 10,4 1,0~10,4

Outros 13 2,86 13,7 11,8 15 -
Linfécitos 9,5 2,5 9,6 8,3 10,8 11,6 ~21,6
Plasmécitos 1,5 0,9 1,3 0,9 2,1 0,2~1,6
Mondécitos 1,7 0,9 1,6 1,2 2 0~0,2
Série tromboblastica 0,3 0,3 0,4 0 0,4 Raros

Relacéo Mieloide/Eritroide 1,55 1,46 0,31 1,3 1,74 1,21 ~2,16

1Desvio Padrao; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5.3.6 Gatos com eosinofilia

O aumento do numero de eosindfilos circulantes foi identificado em 19,2%
(23/120) dos gatos. Desses, 78,3% (18/23) eram fémeas e 21,7% (5/23) machos. A
idade média desses animais era 20,6 (£13,9) meses, em gue 0S jovens ocupavam
73,9% (17/23) dos casos. Nao havia alteragbes no eritrograma desses pacientes,
entretanto, 12 (13%) apresentavam leucocitose 19.960/uL a 35.550/uL. A quantidade
média de eosindfilos observados nesses pacientes foi de 2.827/uL (£1.692). A
avaliacdo quantitativa da medula 6ssea desses gatos foi muito semelhante a
observada nos pacientes com leucocitose e neutrofilia, com excecdo dos
prorrubricitos (x 6,3%; +2,9%) e a soma das médias de células da linhagem
eosinofilica (O x 3,9%), ambas aumentadas quando comparadas a referéncia

preconizada (Tabela 14).

Tabela 14 - Resultados quantitativos da avaliagéo citolégica de aspirados de medula

0ssea de 23 gatos com eosinofilia, clinicamente saudaveis.

Linhagem ~ Células Avaliadas (%) ~Média ~ DPi  Mediana o oot Persgntil  Referencia
Mieloides 53,8 6,3 53,8 51,7 56,8 -
Mieloblasto 1,6 0,8 14 1 2,2 0~04
Promieldcito 3,1 1,4 3,2 1,7 3,8 0~3
Mielécito neutrofilico 55 2,7 54 35 7,4 4.4 ~13,.2
Metamielécito neutrofilico 4.2 1,2 4 3,3 4.9 0,6 ~8,0
Neutrdéfilo bastonete 10 4,8 10 7,1 111 12,8~ 16,6
Neutréfilo segmentado 25,3 4.7 25,8 24 27,2 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,3 0,4 0,2 0 0,4
Metamielécito eosinofilico 0,5 0,4 0,4 0,4 0,7 08~3,2
Eosindfilo bastonete 0,9 0,6 0,8 0,5 1,2 et
Eosindfilo segmentado 2,1 1,4 1,6 1,2 2,4
Série basofilica 0,3 0,3 0,4 0 0,4 0~04
Eritroide 35,2 6,1 35 32,8 36,7 -
Rubriblasto 1,07 0,7 1 0,7 15 0~0,8
Prorrubricito 6,8 2,9 5,6 4,3 7,8 0~1,6
Rubricito 20 3,4 20,4 18,8 22,1 10,2~29,4
Metarrubricito 7,82 3,3 7,6 5,9 8,7 1,0~10,4
Outros 11,3 33 11,8 9,5 13,6 -
Linfécitos 8 2,6 8 6,7 9,3 11,6 ~ 21,6
Plasmécitos 1,4 0,9 1,2 0,8 1,8 0,2~1,6
Mondcitos 1,6 1 1,8 0,9 2,3 0~0,2
Série tromboblastica 0,3 0,2 0,4 0 0,5 Raros
Relacé@o Mieloide/Eritroide 1,55 0,31 1,38 1,46 1,7 1,21 ~2,16

1Desvio Padréo; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Dentre os gatos com eosinofilia, durante avaliacdo citologica de medula 6ssea
ainda se encaixam os dois casos de hiperplasia eritroide previamente citados (8,7%,
2/23) e 21 (91,3%) casos de hiperplasia granulocitica de ordem neutrofilica. Dentre os
21, oito (38,1%) também tiveram numero de eosindfilos intramedulares (somando
todas as fases de maturacao) superiores ao preconizado pelo intervalo de referéncia

determinado por Jain (1993a).

5.3.7 Gatos com basofilia

Somente 12,5% (15/120) apresentaram aumento significativo no namero de
basofilos na hematologia. As fémeas totalizaram 66,7% (10/15), enquanto os machos
33,3% (5/15), e a média de idade desses animais foi de 15,4 (x1,3) meses, com
minimo de cinco e maximo de 30 meses. A faixa etaria jovem foi predominante (80%;
12/15), seguida pelos filhotes (13,3%; 2/15) e jovem adulta (6,7%; 1/15).

Durante avaliagdo do hemograma desses animais, observou-se uma média de
basdfilos circulantes de 407/uL (£321), com minimo de 101 e maximo de 1259/uL.
Leucocitose total foi constatada em 53,3% (8/15) destes pacientes, e todos
apresentavam eosinofilia associada. Além disso, durante avaliacdo do eritrograma,
notou-se que os dois animais previamente descritos como portadores de anemia,
também se incluiam dentre os com basofilia.

A avaliacdo quantitativa da medula 6ssea desses pacientes foi semelhante as
anteriormente citadas, com um aumento evidente no niumero de células da linhagem
eritroide. Apesar da basofilia, ndo foi constatado aumento na média de precursores
de basdfilos (x 0,3%; + 0,3%) (Figura 11) em comparacdo aos animais com demais
condicdes hematoldgicas. A avaliacdo qualitativa da medula 6ssea, notou-se que
destes casos, 14 (93,3%) demonstravam hiperplasia granulocitica de ordem
neutrofilica, e o residual, um quadro de hiperplasia eritroide, que foi previamente

citado dentre os animais com anemia.
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Figura 11 - Aspirado medular de um gato clinicamente saudavel. Observar um
mielocito baséfilo (MB) ao lado de um mieloblasto (MBI) e de um mieldcito neutrofilo
(MN), acompanhados por duas células em processo mitético de metafase (cabecas

de seta pretas) e multiplos precursores eritroides e linfocitos (x1000, MGG).
T

s
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.3.8 Animais com linfocitose

Oito animais (6,7%) apresentaram linfocitose, divididos igualmente entre
machos e fémeas, dos quais 87,5% (7/8) eram jovens e, somente um, jovem adulto,
com média de idade de 20,1 (£9,9) meses. Os valores de linfocitos nesses pacientes
variaram de 7.096 a 12.658/uL (x 8.735/uL; +1.739/uL), sendo o paciente com maior
namero de linfécitos um gato jovem, com 12 meses de idade. Um dos pacientes
apresentava conjuntamente uma anemia discreta, os demais parametros estavam
dentro da normalidade. Nenhum dos animais apresentava linfocitose isolada, mas
sempre associado com o aumento de outra série de leucécitos. A associacdo de
linfocitose com “neutrofilia e eosinofilia”, “neutrofilia” e “eosinofilia” totalizaram dois
(25%) casos cada, assim como “neutrofilia, eosinofilia e monocitose” e “monocitose”

um (12,5%) caso cada.
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A avalicdo de medula 6ssea desses animais, quando comparada a referéncia
preconizada, demonstrou aumento no numero de mieloblastos (x 1,8%; +0,7%) e
promieldcitos (x 3,1%; +1,6%), bem como de neutréfilos segmentados (x 25,9; £2,4%).
J& na linhagem eritroide, o numero de prorrubricitos foi o Unico precursor com valor
superior ao previamente descrito, com média de 5,67% (x2%). Nao se observou
abundancia de linfocitos no esfregaco de medula éssea, entretanto, nesse grupo o
namero de linfocitos intramedulares foi 0 mais proximo ao preconizado por Jain
(1993a), com meédia de 10,2% (+4%). Além disso quatro desses gatos (50%)
demonstraram plasmadcitos em maior quantidade, variando de 1,6 a 2,4% (x 2; £0,4%)
das células medulares. Os casos com maior numero de plasmécitos na amostra, foi
possivel observar grande quantidade de flame cells (Figura 12A) e em dois casos
(25%) células de Mott em moderada quantidade (Figura 12B).

Figura 12 - Aspirado medular de dois gatos com linfocitose. A. Abundantes
plasmacitos com membrana citoplasmatica irregular, e citoplasma com margens
intensamente eosinofilicas, caracterizando as flame cells (seta preta). B.

Plasmadcitos amplo, repleto por vesiculas opticamente vazias e de tamanhos

similares (Corpusculos de Russel), caracterizando uma célula de Mott (seta preta)

(MGG, x1000).
' > 1 |

v

_ B
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.3.9 Gatos com monocitose

Os mondécitos estavam aumentados em 12 (10%), onde as fémeas eram mais
numerosas (7/12; 58,3%) em relagdo aos machos (5/12; 41,7%), com idade média de

20,8 (£ 13,8) meses, onde o0 gato mais novo tinha 5 meses e o mais velho, 48.
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Novamente, 0s animais jovens prevaleceram, com 66,7% (8/12) dos casos, frente aos
jovens adultos (3/12; 25%) e jovem (1/12; 8,3%).

A monocitose variou de 1.048/pL a 2.028/uL, com média de 1.361/uL
(£1.269/uL). Apesar de ndo serem observadas alteracdes no eritrograma, 0 nimero
meédio de plaquetas observados foi 301 x10%/uL, extremamente proximo ao limite
minimo de plaquetas de acordo com Jain (1993a). Ja4 no leucograma, observou-se
leucocitose em 10 (83,3%) animais, nos quais, além da monocitose, predominou a
neutrofilia (9/12; 75%), seguido por eosinofilia (8/12; 66,8%), basofilia (6/12; 50%) e
linfocitose (2/12; 16,8%).

A avaliacdo citolégica da medula 6ssea demonstrou valores de mondcitos
evidentemente superiores ao limite maximo da referéncia preconizada, no minimo de
0,4% e méaximo de 2,2%, com média de 1,6% (+1,1%). Na Tabela 15 estdo descritos
os demais valores obtidos na avaliagdo quantitativa da medula 6ssea. Em um dos

casos, grande quantidade de neutréfilos maduros foi observado.

Tabela 15 - Resultados quantitativos da avaliacao citolégica de aspirados de medula

0ssea de 12 gatos com monocitose, clinicamente saudaveis.

. , . , . Percentil Percentil Referéncia
0, 1

Linhagem  Células Avaliadas (%) Média Mediana D.P. o5 75 Preconizada*

Mieloides 56,3 54,3 7,92 52,9 56,5 -
Mieloblasto 1,5 1,1 1 0,8 2,1 0~04
Promielécito 3,1 3,1 1,6 1,6 3,6 0~3
Mielécito neutrofilico 5,7 55 2,8 4 6,5 4,4 ~13,2
Metamielécito neutrofilico 3,9 3,8 15 2,7 4,8 0,6 ~8,0
Neutréfilo bastonete 12,6 9,7 7,9 7,8 13,7 12,8 ~ 16,6
Neutrofilo segmentado 25,6 25,1 4.4 24,2 28,2 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,4 0,4 0,3 0,1 0,5
Metamieldcito eosinofilico 0,6 0,5 0,4 0,4 0,8 0,8~3,2
Eosindfilo bastonete 0,8 0,8 0,4 0,5 1 ametiiea)”
Eosindfilo segmentado 1,7 1,7 0,9 1,1 2
Série basofilica 0,3 0,4 0,3 0 0,4 0~04

Eritroide 34,2 34,8 5,95 31,7 37,5 -
Rubriblasto 11 1 0,7 0,7 1,3 0~0,8
Prorrubricito 5,3 4.9 2,4 4 6,7 0~1,6
Rubricito 19,7 19,6 3,9 18,9 22,7 10,2 ~29,4
Metarrubricito 8 8,4 2,3 5,9 9,6 1,0~10,4

QOutros 12,5 12,7 3,55 11,9 15,5 -
Linfécitos 8,8 8,8 3 8,1 10,6 11,6 ~ 21,6
Plasmécitos 1,4 1,2 0,9 0,9 1,7 0,2~1,6
Mondcitos 1,6 1,5 1,1 0,9 1,9 0~0,2
Série tromboblastica 0,4 0,3 0,4 0 0,7 Raros

Relagéo Mieloide/Eritroide 1,54 15 0,3 1,34 1,68 1,21 ~2,16

1Desvio Padrao; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5.3.10 Gatos com leucopenia

Somente dois (1,4%) gatos apresentaram reducdo do numero total de
leucécitos circulantes no organismo, duas fémeas com 18 meses. Na avaliagdo
hematoldgica, os leucoécitos desses pacientes alcancaram valores de 4.400/uL e
4.800/uL, em ambas as vezes em decorréncia de linfopenia, 480 e 1.232 linfécitos por
microlitro, respectivamente. Nao haviam alteragfes evidentes na série vermelha,
porém em um dos casos o valor de plaquetas foi discretamente inferior ao minimo
preconizado pelo intervalo de referéncia, alcancando 295 x103/uL.

A avaliacdo quantitativa da medula 6ssea desses pacientes foi possivel notar
mieloblastos alcancando valor médio superior ao preconizado pela referéncia atual,
1,9% respectivamente. Entretanto, o numero médio de neutrdéfilos bastonetes, para
ambos 0s casos, apresentava-se abaixo do preconizado com 7,4% (IR= 12,8-16,6%).
Nenhuma alteracdo morfologica foi evidenciada, nem nas laminas do esfregaco

sanguineo, nem na medula 6ssea desses pacientes.

5.3.11 Gatos com linfopenia

A linfopenia foi observada nas amostras sanguineas de 17 (14,2%) animais.
Destes, 64,7% (11/17) eram fémeas e 35,3% (6/17) machos, com idade média de 27,4
(x29,1) meses, variando de 6 a 108 meses. Jovens foram predominantes, com 70,6%
(12/17) dos casos, seguidos por adultos e filhotes, com 11,8% (2/17) cada, e somente
um animal jovem adulto.

Os valores de linfocitos dos pacientes variaram de 480/uL até 1.493/uL,
préximo ao limite inferior minimo, com média de 1.129/uL (x279/uL). Notou-se
neutrofilia em quatro (23,5%) dos 17 animais, ndo excedendo 14.370 neutrdfilos por
HL. No esfregagco medular desses gatos, somente dois (11,76%) tinham valores de
linfécitos dentro do esperado pela referéncia previamente determinada, todos o0s
demais demonstravam valores inferiores. A média total de linfocitos nos aspirados de
medula foi 8,2% (£3,1), com minimo de 1,2% e maximo de 13,6%. A contagem de

todas as linhagens de células da medula 6ssea esta transcrita na Tabela 16.
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A contagem medular de mondécitos de todos os 17 animais apresentava-se no
limite méximo ou acima dos valores preconizados. Ndo foram observadas alteracdes
morfoldégicas nos precursores medulares dignas de nota em nenhuma das 17

amostras.

Tabela 16 - Resultados quantitativos da avaliacéo citologica de aspirados de medula
0ssea de 17 gatos com quadro hematolégico compativel com linfopenia, porém

clinicamente saudaveis.

Percentil Percentil Referéncia

. , . 0 Ly . .
Linhagem Células Avaliadas (%) Média D.P. Mediana o5 75 Preconizada*
Mieloides 51,7 4,26 51,4 48,4 54,8 -
Mieloblasto 2 0,7 1,6 1,6 2,4 0~04
Promielécito 2,9 0,7 2,6 2,4 3.4 0~3
Mielécito neutrofilico 5,3 1,6 4.8 4.4 6,2 44 ~13,2
Metamielécito neutrofilico 3,8 0,9 3,8 3,2 4,6 0,6 ~8,0
Neutréfilo bastonete 7,4 2,5 7 5,8 8,4 12,8 ~ 16,6
Neutrofilo segmentado 25,8 3,2 25 24,2 26,6 6,8 ~22,0
Mielécito eosinofilico 0,5 0,5 0,4 0,2 0,8
Metamieldcito eosinofilico 0,5 0,4 0,4 0,2 0,8 08 - 3,2
. se Soma da serie
Eosindfilo bastonete 1 0,4 1 0,8 14 (eosinomica)
Eosindfilo segmentado 2,3 11 2,4 1.4 3
Série basofilica 0,2 0,2 0 0 0,4 0~04
Eritroide 36,1 3,9 34,4 33 38 -
Rubriblasto 1,2 0,7 1 0,8 1,4 0~0,8
Prorrubricito 5.3 2,4 5,2 3,6 6,8 0~1,6
Rubricito 21,1 3, 20,6 19 22,8 10,2 ~29,4
Metarrubricito 8,5 2,1 8,4 7,2 9,6 1,0~10,4
Qutros 11,4 3,28 12 9,2 13,6 -
Linfécitos 8,2 3 8,8 6 9,8 11,6 ~21,6
Plasmacitos 1,4 0,9 1,2 0,6 2 0,2~1,6
Monécitos 1,5 0,8 1,6 0,8 2 0~0,2
Série tromboblastica 0,3 0,2 0,4 0 0,4 Raros
Relag&o Mieloide/Eritroide 1,465 0,24 1,27 1,5 1,65 1,21 ~2,16

1Desvio Padréo; *Referéncia previamente instituida por Jain (1993a), utilizando amostras de 7 gatos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.4 DISCUSSAO

Os animais da espécie felina tém uma maior chance de desenvolver alteracdes
hematopoiéticas quando comparados aos demais animais, no entanto, constatou-se,
com base em pesquisas nos bancos de dados, que estudos descrevendo parametros
basicos de avaliagdo dos aspirados de medula 6ssea sdo escassos, e comumente
tratam de aspectos citomorfolégicos (STACY; HARVEY, 2017), sem abordarem

atualizacdes na avaliacdo quantitativa deste 6rgdo, permanecendo a utilizacdo de
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referéncias datadas de varias décadas atras (GILMORE; GILMORE; JONES, 1964;
JAIN, 1993a).

Quanto a avaliagdo geral dos aspirados, os dados deste trabalho permitiram
observar que a quantidade de espiculas medulares obtidas foi superior em animais
adultos, contradizendo o que se esperaria quando consideramos as caracteristicas
fisiologicas desses pacientes, em que com 0 crescimento, 0 espaco medular se
expande e descentraliza o tecido medular, alocando maiores areas preenchidas por
tecido adiposo (HARVEY, 2012a).

A média de espiculas medulares obtidas em gatos jovens e jovens adultos foi
similar, porém, considerando o numero de gatos jovens avaliados e o valor maximo
de espiculas obtidas, cré-se que haja maior disponibilidade de espiculas avaliaveis
nessa faixa etéria. Relata-se que quanto menor a idade dos gatos, maior a atividade
e disponibilidade medular para avaliacdo (HARVEY, 2012a; PERMAN; OSBORNE;
STEVENS, 1974), porém, diferente do que se esperava, os filhotes demonstraram
menor quantidade de espiculas na amostra em comparacéo as demais faixas etarias.

Quanto ao género, os machos resultaram maior nimero de espiculas viaveis
em relacdo as fémeas. Mesmo considerando que o numero de gatas fémeas foi
relativamente maior, ressalta-se que a quantidade minima e maxima de espiculas
observadas nos machos ainda foi superior, descartando que essa diferenca ocorreu
como consequéncia da quantidade de animais por grupo. Um estudo realizado em
humanos avaliando a quantidade de células nucleadas obtidas da medula 6ssea por
aspirado, identificou que ha uma reducao progressiva do numero de células com o
avanco da idade, porém, nédo identificou diferencas significativas entre os géneros
(MUSCHLER et al., 2001). Até o presente momento nao ha trabalhos disponiveis que
discorram sobre a distribuicdo do nimero de espiculas medulares obtidas de acordo
com o género e idade em gatos, limitando uma explicacao satisfatéria sobre este fato.
Para os autores, acredita-se que néo exista uma relagéo direta desses fatores com o
namero de espiculas nas amostras, tal como identificado no estudo supracitado,
sendo esse um achado ocasional.

Quanto a densidade medular, também denominada de densidade de espicula,
notou-se que gatos da faixa etaria jovem adulta demonstraram maior celularidade
disponivel para avaliagdo, em contrapartida, os animais adultos apresentaram a
menor celularidade por lamina. Considerando que a densidade esta relacionada a

proporcao de precursores e adipocitos compondo a espicula (MYLONAKIS; HATZIS,

90



87

2014; STACY; HARVEY, 2017), ressalta-se que além de alteracdes displasicas
intrinsecas a medula éssea, outros fatores como aumento da deposicédo de gordura
intramedular decorrentes do avanco da idade e quadros de obesidade (AMBROSI et
al., 2017; MENAGH et al., 2010). Até o momento da colheita das amostras, nenhum
dos gatos avaliados neste trabalho apresentavam-se obesos ou com disfuncdes
endocrinoldgicas evidentes, creditando os valores de densidade unicamente ao
avanco da idade.

Os megacariocitos foram avaliados de forma quantiqualitativa e ndo foram
observadas alteracfes significativas, principalmente no que diz respeito as
caracteristicas morfolégicas especificas, como citoplasma e ndcleo. Assim como
descrito em outras espécies, 0s megacariécitos se apresentaram como células
amplas, discretamente granulares e com multiplos nudcleos dispostos na forma de
conglomerados (BOLLIGER, 2004; STACY; HARVEY, 2017).

Nos gatos adultos os megacariocitos foram numericamente superiores que nas
demais faixas etarias. Essa constatacdo também foi encontrada em um estudo
avaliando a atividade megacariocitica em camundongos e, acredita-se, que esta
relacionada com o aumento da atividade de trombopoetina e seu respectivo receptor,
MPL (KANAGASABAPATHY et al., 2020). Nao houve alteracdo significativa na
guantidade de megacariocitos em nenhum dos grupos avaliados, o que foi compativel
com a condicao de salde dos pacientes.

Em raros casos, observaram-se megacariécitos maduros realizando
emperipolese de neutréfilos segmentados, tal como descrito em outras espécies
(CARTER; CREGAR; AULBACH, 2017), incluindo humanos. Esse processo ainda é
pouco elucidado, mas acredita-se que sua natureza em condi¢cdes favoraveis de
higidez esteja atrelada a restricdo de espaco na medula 6éssea, ou até mesmo com
via de acesso para a circulacdo (CUNIN; NIGROVIC, 2020; RASTOGI et al., 2014;
TAVASSOLI, 1986). Adicionalmente, a emperipolese megacariocitica pode ser
observada em doencas mieloproliferativas, envolvendo inimeros tipos distintos de
leucemia (LEE, 1989; SABLE et al., 2009), entretanto, nos animais desse projeto,
essas alteracdes nao foram diagnosticadas.

Os 57 gatos sem alteracdes hematoldgicas tiveram valores na contagem total
de células medulares diferentes do esperado quando comparados com o descrito por
Jain (1993a), e também com os valores encontrados por Turinelli e Gavazza (2018)

durante um estudo retrospectivo, no qual a discrepancia mais evidente estava
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relacionada aos valores totais de precursores mieloides e eritroides que, no presente
trabalho, foi aproximadamente 10% superior na linhagem mieloide e 10% inferior na
linhagem eritroide.

Apesar de clinicamente saudaveis, a maior parte dos animais avaliados nesse
estudo séo provenientes da rotina de castracbes do CCZ-Lages, que atende em sua
maioria a populacdo em situacdo de vulnerabilidade social da regido, onde séo
inconstantes as medidas de controle e profilaxia de doencas nos animais. Esse fato
que nos leva a especular se, devido a essa exposi¢cdo constante e intensa a inUmeros
desafios imunologicos, ocorram estimulos constantes a granulopoiese, algo ja bem
elucidado (HARVEY, 2012a, 2012b; STACY; HARVEY, 2017). Alteracbes
hematopoiéticas relacionadas ao ambiente ja foram descritas em ovelhas,
principalmente as altas temperaturas (SILVA; COSTA; SOBRINHO, 1992), entretanto,
nao ha estudos que avaliem a influéncia desses fatores no sangue de gatos. Desta
forma, especula-se que esse processo granulopoiético observado no estudo é
aparentemente uma resposta adaptativa ao ambiente ao qual esses animais
habitavam, conduzindo ao aumento do numero de precursores mieloides
intramedulares.

Essa condicdo de vida também é importante para explicar o maior nimero de
mieloblastos observados nesses animais, quando comparados aos demais estudos
(JAIN, 1993a; TURINELLI; GAVAZZA, 2018). Os mieloblastos, componentes
primarios do compartimento mitético dos granuldcitos, sdo considerados normais para
Jain (1993a) quando alcancam valores que variam entre 0 e 0,4%, porém, a média
observada nos pacientes avaliados nesse estudo foi de 1,49%, mesmo nos animais
sem quaisquer alteracdes clinico-hematoldgicas. Ressalta-se que apesar dos
mieloblastos poderem ser classificados em tipos I, Il e Ill, e essas caracteristicas
permitirem a diferenciacéo entre tipos distintos de leucemias (HARVEY, 2012a; JAIN
et al., 1991), nesse estudo essa classificacao nao foi realizada, principalmente devido
a auséncia de casos em que o numero de mieloblastos excedeu 5%, o valor
considerado para configurar um quadro de sindrome mielodisplasica (HARVEY,
2012b; MYLONAKIS; HATZIS, 2014; WEISS, 2006).

Os prorrubricitos nos pacientes sem alteracdes hematologicas evidentes se
apresentaram aumentados em comparacao ao descritos por Jain (1993a), mas em

outros estudos essas celulas também estavam numericamente superiores, sem serem
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considerados um processo patoldgico (GILMORE; GILMORE; JONES, 1964;
TURINELLI; GAVAZZA, 2018).

A respeito da RME nos animais sem alteracdes hematoldgicas, os valores
obtidos variavam de 0,9 a 2,24. O valor minimo obtido nesta pesquisa transita para
baixo do valor minimo preexistente, que é 1,21 (JAIN, 1993a), e possivelmente
conduziria o avaliado a determinacdo de um quadro compativel com uma possivel
hiperplasia eritroide ou hipoplasia granulocitica, dependendo dos critérios utilizados.
Entretanto, outros trabalhos que avaliaram a celularidade normal da medula 6ssea de
gatos acharam resultados de RME até mesmo inferiores aos valores encontrados
neste trabalho, variando de 0,31 até 0,6 (GILMORE; GILMORE; JONES, 1964;
TURINELLI; GAVAZZA, 2018), demonstrando que a RME deve ser avaliada com
cuidado e em associagcdo com as demais alteracdes medulares e hematologicas
(GRINDEM; NEEL; JUOPPERI, 2002; GRINDEM; TYLER; COWELL, 2007). E
importante frisar também, que o intervalo de referéncia informado por Jain (1993a) é
baseado num numero restrito de sete animais.

Outra observacdo importante esta atrelada ao niumero médio de precursores
eosinofilicos nestes gatos, que somados superam o valor maximo estipulado em
aproximadamente 25%. Estudos demonstram que um quadro de hiperplasia de
precursores eosinofilicos s6 pode ser determinado quando os valores de precursores
superam 6% das CNT (HARVEY, 2012a, 2012b; STACY; HARVEY, 2017,
TURINELLI; GAVAZZA, 2018), portanto, esse achado nao foi considerado relevante
guando avaliado em comparacdo com o0 hemograma, ja que nao havia eosinofilia em
nenhum desses pacientes. Ademais, esses precursores eram tipicos e nao
apresentavam nenhum tipo de alteracdo morfolégica significativa, nuclear ou
citoplasmatica, importantes para indicar uma disgranulopoiese (HARVEY, 2012b;
MYLONAKIS; HATZIS, 2014). Nao € possivel descartar que essa alteracdo seja
simplesmente fisioldgica e transitoria.

Em um dos dois animais com quadro de anemia, observou-se que 3% das CNT
da medula 6ssea compreendiam mieloblastos, equivalente a no minimo sete vezes os
valores indicados por Jain (1993a). Existe uma condicdo mielodisplasica bem
conhecida em humanos denominada de anemia refrataria com excesso de blastos
(RAEB, do inglés “Refractory Anemia with Excess Blasts”), que & caracterizada por
quadros de anemia microcitica ou normocitica e normocréomica associados a um
aumento de mieloblastos intramedulares e circulantes (HARVEY, 2012b; LICHTMAN,
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2013). Apesar de relatos de gatos e cdes mimetizando essa mesma condicao
(BAKER; VALLI, 1986; WEISS; AIRD, 2001), no supracitado gato anémico, nédo foram
evidenciados blastos circulantes e tampouco demais alteracdes hematoldgicas
compativeis com RAEB.

Ambos os pacientes apresentavam hiperplasia eritroide reativa, indicando
resposta medular. O quadro de hiperplasia eritroide requer no minimo quatro dias para
ocorrer, prazo necessario para a acao da eritropoetina ser eficiente, e é determinado
quando h& baixa RME em associacdo com grande quantidade de células eritroides
nucleadas no aspirado, em que predominam rubricitos e metarrubricitos (HARVEY,
2012b), o que difere do observado pelos autores, em que as células em maior
quantidade eram os prorrubricitos. Essa resposta hiperplasica, associada ao quadro
de anemia, possivelmente representa uma doenca crbnica ndo expressada
clinicamente, que pode incluir desde deficiéncia de ferro até doencas progressivas
dos rins (HARVEY, 2012c; JAIN, 1993a; WEISS; WARDROP, 2010), entretanto, o
diagndstico preciso foi limitado pela metodologia desta pesquisa.

Gatos que apresentaram neutrofilia, por sua vez, demonstraram RME dentro
do intervalo de referéncia, porém, o numero médio de neutrofilos segmentados
intramedulares estava discretamente elevado quando comparado a referéncia,
passiveis de serem caracterizados como portadores de hiperplasia granulocitica de
ordem neutrofilica (HARVEY, 2012b; JAIN, 1993a). Essa alteracdo pode requerer
mais dias para alterar de forma expressiva a RME (HARVEY, 2012b), o que poderia
explicar porgue os valores se mantiveram dentro do preconizado. Porém, para os
autores, a auséncia de caracteristicas clinicas e hematolégicas de processos
inflamatorios e infecciosos na maior parte dos gatos avaliados, permite questionar se
os valores de granulécitos necessarios para a implementacdo do diagnéstico de
hiperplasia ndo séo superestimados.

Ademais, ndo foram observadas alteracdes no numero de precursores de
neutréfilos intramedulares e tampouco bastonetes circulantes. Desta forma,
associando esses achados hematologicos a condicdo em que 0s animais
permaneceram desde o transporte até o momento das colheitas de amostras,
distantes do seu ambiente natural, compartilhando espaco com pessoas e animais
diferentes do habitual, submetidos a alteracbes climaticas, contencdo mecéanica e
manipulagéo, acredita-se fortemente que muitos dos casos de neutrofilia estejam

bY

associados a resposta hiperaguda ao medo, por efeito de catecolaminas, e ao
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estresse (HARVEY, 2012d; PARKS; DAVIS, 2012; VALENCIANO; DECKER;
COWELL, 2010).

Além da neutrofilia, a eosinofilia e a basofilia foram achados constante nos
pacientes e, obviamente, ndo podem ser atribuidos integralmente a leucocitose
fisiologica. Tal constatacdo se consolida visto que esses pacientes ndo foram
submetidos a avaliacdo de carga parasitaria ou investigacdo quanto a existéncia de
doencas alérgicas recentemente controladas, consideras as principais causas para o
aumento de eosindfilos e basdfilos circulantes na populacdo estudada (HARVEY,
2012d; JAIN, 1993a; OVINGTON; BEHM, 1997; VALENCIANO; DECKER; COWELL,
2010). Apesar do aumento de eosindfilos e basdfilos circulantes, ndo houve a mesma
expressao a partir dos precursores de eosindéfilos da medula éssea, mantendo-se em
ndmeros proximos do considerado ideal.

Estudos descrevem que helmintoses, sindromes autoimunes e doencas
alérgicas sdo as principais promotoras dessas alteracbes hematologicas, e como
consequéncia ao estimulo das colbnias granulociticas de eosindfilos e baséfilos (GC-
Eo/B) pela acdo da Interleucina 5 (IL-5), pode existir um aumento da celularidade
eosinofilica, isso ndo é frequente (KOURO; TAKATSU, 2009; OVINGTON; BEHM,
1997; WOOD et al., 2002). Tal fato seguramente confirma que, mesmo 0s animais
deste projeto apresentando tais alteracdes de forma subclinica, a resposta medular
ndo necessariamente ir4 corresponder ao observado no hemograma, sendo
necessaria a interpretacao conjunta de ambos os resultados, histérico e quadro clinico
do paciente.

Nos escassos estudos que expde numericamente medulas 6sseas normais de
gatos, nota-se ampla variagdo quantitativa de precursores eosinofilicos
intramedulares, mas a média ndo costuma ser superior a 3,2% das CNT (GILMORE;
GILMORE; JONES, 1964; JAIN, 1993a; TURINELLI; GAVAZZA, 2018).
Curiosamente, os gatos sem alteracfes hematologicas apresentaram um volume
maior de precursores eosinofilicos intramedulares, o que induz os autores a
guestionarem se o intervalo de referéncia destas células para gatos ndo é dependente
das condi¢des de vida e habitat desses pacientes, induzindo a necessidade fisiologica
de maior aporte de eosindfilos.

Essa hipotese € pautada em dados também de outros estudos, um dos quais
foi supracitado, em que os autores identificaram o valor maximo de 7% de células da

linhagem eosinofilica em um animal considerado como portador de uma medula 6ssea
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dentro dos parametros normais (TURINELLI; GAVAZZA, 2018), contradizendo os
valores definidos para considerar como uma hiperplasia granulocitica de ordem em
eosindfilos (HARVEY, 2012b; WEISS, 2006). Também se questiona a necessidade de
desenvolver um olhar mais global para o aspirado medular, ndo se atendo somente
aos dados numéricos, ja que muitas vezes podem ser completamente individuo-
especificos.

A resposta medular em quadros de linfocitose também né&o foi expressiva em
nenhum dos gatos deste projeto. Dos oito animais com essa alteracdo em
leucograma, quatro apresentaram aumento simultaneo de neutréfilos, o que vai de
encontro com o que se espera em casos de uma linfocitose por excitacéo, tal qual
citado por diversos autores (HARVEY, 2012d; PARKS; DAVIS, 2012; VALENCIANO;
DECKER; COWELL, 2010). Apesar da leucocitose muitas vezes ser um achado
inespecifico, pode estar associada também com infec¢des virais, hemoparasitoses e
inflamacdes discretas ou com certa cronicidade (HARVEY, 2012d; VALENCIANO;
DECKER; COWELL, 2010), além de processos nheoplasicos como leucemias
linfociticas cronicas (LLC) (LINET et al., 2007; WEISS, 2005a; WORKMAN; VERNAU,
2003).

Um caso em especial chama atencéo, onde um gato de 12 meses apresentou
12.658 linfécitos tipicos/pL, associados com eosinofilia grave e basofilia leve, mas sem
alteracdo nas demais séries de leucocitos ou eritrocitos, e tampouco aumento do
namero de linfécitos na medula 6ssea. Alguns autores indicam que quando os
linfécitos estdo acima de 9.000 linfocitos/pL a LLC se torna um diagndstico palpavel,
entretanto, outros critérios sdo necessarios para determinar essa condicéo leucémica,
tais como citopenia de alguma outra linhagem leucocitaria e uma medula com mais
de 15% das CNT compostas por linfécitos maduros (CAMPBELL; HESS; WILLIAMS,
2013). Apesar da linfocitose desse paciente ser compativel, as demais alteracfes nao
permitem determinar o quadro de LLC, além disso, essa neoplasia é comum em
paciente idosos, com idade média de 12,5 anos (CAMPBELL; HESS; WILLIAMS,
2013; HARVEY, 2012b; WEISS, 2005b; WORKMAN; VERNAU, 2003), também
destoando do presente caso.

Em condi¢Bes descritas como normais, os linfécitos medulares podem variar
de cinco a 21,6% das CNT (GRINDEM; NEEL; JUOPPERI, 2002; JAIN, 1993a;
STACY; HARVEY, 2017), o que vai de encontro com os dados encontrados nesta

pesquisa. De acordo com a literatura, os linfocitos maduros sédo facilmente
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confundidos com precursores de eritrocitos devido ao tamanho e formato (GRINDEM,;
NEEL; JUOPPERI, 2002; GRINDEM; TYLER; COWELL, 2007; STACY; HARVEY,
2017). Entretanto, os autores ressaltam a necessidade de se atentar para
caracteristicas citoplasmaticas, em que a principal diferenca observada foi relacionada
com a coloracdo mais azul arroxeada opaca e a distribuicdo uniforme ao redor do
nacleo nas células eritroides, em comparacao aos linfocitos, com citoplasma escasso
e muito palido, compondo uma meia lua ao redor do ndcleo. Ademais, o nacleo das
células eritroides tende a ser mais intenso, com cromatina de aspecto mais grumoso,
fato ja foi descrito por outros autores (MYLONAKIS; HATZIS, 2014).

O numero médio de plasmacitos intramedulares de quatro gatos com linfocitose
foi superior ao preconizado por Jain (1993a), que institui como normais valores entre
0,2 a 1,6 das CNT. Nao obstante, outros autores atestam valores médios inferiores,
que variam desde 0,67 até 2% das células nucleadas, com maximo de até 3% de
plasmadcitos sendo considerados normais (HARVEY, 2012a; MYLONAKIS; HATZIS,
2014; TURINELLI; GAVAZZA, 2018). Numeros excessivos de plasmacitos
intramedulares divergem para dois quadros, a priori, a hiperplasia plasmocitica por
doenca imuno-mediada o mieloma mdultiplo, que devem ser diferenciados
principalmente pelos critérios de pleomorfismo: multinucleacdo, anisocitose e
anisocariose (WEISS, 2006), nenhum dos quais foi observado nos plasmaocitos dos
referidos gatos.

Ha também relatos de plasmécitos ocorrendo em maior nimero em animais
com medulas 6sseas livres de anormalidades, estes casos foram determinados como
hiperplasias plasmociticas (TURINELLI; GAVAZZA, 2018). O que foi observado no
referido estudo é similar ao observado neste trabalho, porém, sabendo que ndo ha um
significado clinico especifico, especula-se que a utilizagdo do termo hiperplasia
plasmaocitica seria um fator importante para inducédo de diagndsticos precipitados e,
portanto, optou-se por néao os classificar desta forma.

Células de Mott e Flame cells, formas reativas de plasmocitos, foram
observadas nos animais citados em moderada quantidade, sendo o segundo mais
numeroso. As Flame cells consistem em plasmécitos maiores que o habitual, com
bordos citoplasméticos internos avermelhados em decorréncia do acumulo de
imunoglobulinas ricas em carboidratos, predominantemente IgA (NAIR; GHEITH,
2017; STACY; HARVEY, 2017). Tanto as Flame cells quanto as células de Mott ja

foram observados como componentes primordiais de leucemias em humanos
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(PLAZMA; LOSEMI, 2018), em gamopatias monoglonais (NAIR; GHEITH, 2017) e
mielomas em caes e gatos (KIM et al., 2018; YAMADA et al., 2007; ZINKL et al., 1983).

Ndo é incomum o mieloma ser um achado acidental, ndo evidenciando
alteracdes clinicas expressivas e com alteracdes hematologicas pouco significantes
(YAMADA et al., 2007), entretanto, a quantidade de plasmdécitos intramedulares dos
pacientes desse estudo, principalmente os que apresentam Flame cells, apesar de
estar acima do limiar de referéncia maximo, ainda parece insuficiente para determinar
o diagnostico de mieloma. Outrossim, ressalta-se como limitagdo deste estudo, ndo
foram realizadas avaliacbes bioquimicas ou radiograficas, e tampouco a busca de
proteina de Bence Jones na urina dos pacientes, que forneceriam informacdes
importantes para a exclusdo desse diferencial (FLORY; RASSNICK, 2010;
RAJKUMAR et al., 2014).

Quanto a avaliacdo dos monacitos nos esfregacos de medula 6ssea, ressaltou-
se que em todos os grupos os valores foram superiores aos preconizados pelo
intervalo de referéncia (JAIN, 1993a) e aos valores obtidos também foram superiores
aos encontrados por outros autores (TURINELLI; GAVAZZA, 2018). Entretanto, a
guantidade de mondcitos que compde a CNT medular normal ainda é passivel de
davidas, ja que existem referéncias indicando valores iguais ou inferiores a 2% como
normais, e outros relatando normalidade com até 5% das CNT. E importante ressaltar
que a contagem total de mondcitos costuma ser realizada a partir de células maduras,
j& que as imaturas séo virtualmente indistintas dos metamielécitos (GRINDEM, 1989).

Também nédo foram observadas alteracfes na celularidade da medula 6ssea
em responsividade a leucopenia por linfopenia em dois pacientes, a excecdo do
discreto aumento no numero de mieloblastos e da reducdo do nimero de neutréfilos
segmentados. Tem-se como principais causas de leucopenia por linfopenia em gatos
os virus FeLV e FIV (DA COSTA et al., 2017; HARTMANN, 2011; STUTZER et al.,
2010), porém os animais deste trabalho foram previamente testados e se
apresentavam negativos para ambos os virus. Outra causa de relevancia em gatos é
a infeccao pelo virus da Panleucopenia Felina, entretanto essas infecgbes costumam
ter um quadro clinico muito agressivo, com baixo indice de sobrevida (KRUSE et al.,
2010), o que permite também excluir esse diferencial.

A medula 0ssea pode responder ao quadro de leucopenia, apresentando uma
hiperplasia granulocitica, ou simplesmente ndo apresentar nenhuma alteragéo, tal
como ja observado previamente (TURINELLI; GAVAZZA, 2018), e semelhante ao
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observado neste trabalho. Notou-se que houve um discreto aumento do poll de células
precursoras mitdticas da seérie branca, especificamente mieloblastos, porém em
propor¢cdes que ndo permitem indicar uma resposta medular eficiente, e merece
atencdo o fato dos neutrofilos bastonetes intramedulares estarem discretamente
reduzidos de acordo com o predito por Jain (1993a), mas ausentes na circulacéao
periférica, tornando pouco provavel um quadro inflamatorio crénico.

O mesmo se discute para os 17 gatos que apresentaram linfopenia isolada,
sem reducdo nas demais células circulantes. Denota-se que inUmeras causas, além
dos agentes virais, podem estar associadas com o quadro de linfopenia isolada, como
a ruptura de ductos linfaticos eferentes, processos neoplasicos que alteram a estrutura
dos 6rgaos linfaticos, e pelo efeito de drogas imunossupressoras cComo 0S
corticosteroides (DUA et al., 1994; HARVEY, 2012d; SPARKES et al.,, 1993;
VALENCIANO; DECKER; COWELL, 2010). Entretanto, nenhum dos gatos apresentou
alteracdes clinicas ou histéricos que fundamentassem essas causas, excluindo a
maior parte desses diagndsticos diferenciais. Uma excecado deve ser realizada para
as infecgdes virais, visto que neste trabalho, os animais foram testados somente para
FeLV e FIV.

Tais pacientes tiveram menor namero de linfocitos intramedulares de acordo
com a referéncia preconizada (JAIN, 1993a), porém, outros pesquisadores
consideraram normais medulas em que o nimero de linfécitos partia de 1,5% até
28,5% (TURINELLI; GAVAZZA, 2018), outros de 5% a 20% (GRINDEM; NEEL,;
JUOPPERI, 2002), o que nos faz questionar se os dados obtidos nesta pesquisa de

fato refletem na condicao linfopénica dos pacientes.

5.5 CONCLUSAO

Conclui-se que a avaliacdo quantitativa da medula 6éssea muitas vezes se
mostrou distinta do que a referéncia mais utilizada atualmente preconiza, e que isso
pode estar associado a inumeros fatores intrinsecos ao paciente, por questdes
individuais, e até mesmo ao ambiente e a forma na qual vivem. Ademais, ressalta-se
gue as alteracdes observadas nos exames hematoldgicos podem ser expressadas de
forma sutil pela medula 6ssea em gatos, sendo necessaria uma interpretacao
adequada, pautada na avaliagdo conjunta dos dados clinicos, epidemioldgicos,

hematolégicos e medulares.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- A positividade para FeLV e FIV foi semelhante a observada previamente em
gatos da mesma regido de estudo, com base nos resultados de todas as técnicas
utilizadas para diagnostico. Todas as técnicas se mostraram eficientes para
deteccao viral, e a associacao dos seus resultados favorece a determinacao do

curso clinico da infecgéo.

- O teste com maior nimero de gatos positivos para FelLV foi a PCR, seguida
entdo pela ICQ, e sO entdo pelo ELISA, o que demonstra que a ICQ teve
resultados promissores para o diagndstico da infec¢éo se comparada as técnicas
ja estabelecidas, e abrange gatos nas fases progressivas e regressivas da

infeccéo.

- Para FIV, a ICQ demonstrou maior eficiéncia diagnéstica que o ELISA, o que
indica que a técnica desenvolvida possui uma capacidade superior de detectar

a infeccao.

- A utilizac&o da técnica de ICQ em pesquisas tende a ser valida, principalmente
no tocante a identificacdo das células alvo-especificas dos agentes virais na

medula 6ssea.

- A avaliacdo quantitativa da medula éssea muitas vezes se mostrou distinta do
que a referéncia mais utilizada atualmente preconiza, fato que pode estar
associado com inumeros fatores intrinsecos ao paciente, por questdes

individuais, e até mesmo ao ambiente e a forma na qual vivem.
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APENDICE A-1
el 5{,@5&& LAGES Comissdo de Etica no
DO ESTADO DE CENTRO DE CIENCIAS . 5
) A Uso de Animais
SANTA CATARINA | AGROVETERINARIAS
TERMO DE CONSENTIMENTO i
Nome do pesquisador principal: Renata Assis Casagrande

Titulo do projeto: Avaliagéo da eficiéncia do ELISA, PCR e imuno-citoquimica (ICQ) no diagnéstico
do virus da leucemia (FeLV) e imunodeficiéncia (FIV) em gatos

Aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UDESC
(CEUA/UDESC) n°: 2306130319

Objetivos do estudo: Determinar e padronizar um protocolo de imuno-citoquimica para a detecgéo
dos virus da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV) e verificar a sua eficiéncia
comparando com os métodos de diagnostico mais utilizados para este fim, nas suas diversas formas
de infecgao e manifestagdes clinicas.

Procedimentos a serem realizados com os animais: Os procedimentos serdo realizados, em sua
maioria, em duas (2) visitas:

12: Realizac&o da avaliag&o clinica do paciente e aplicagédo de um questionario sobre o animal
a ser respondido pelo tutor e pelo pesquisador, e colheita de amostra de sangue periférico para
avaliacdo hematimétrica e realizagdo de ensaio de imunoabsorgéo enzimatica (ELISA) e reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) para diagnostico de FelLV e FIV.

1 ou 22 Realiagdo de biépsia de medula éssea mediante anestesia para confec¢do de
mielograma e avaliagdo imuno-citoquimica (ICQ) para diagnéstico de FeLV e FIV.

Em todos os felinos sera realizado o exame clinico que consiste na inspegao externa do felino
(escore corporal, condi¢cdo da pelagem, presenga de ectoparasitos, lesdes de pele), inspegéo das
mucosas, avaliagdo do tamanho e consisténcia dos linfonodos, inspec¢éo da cavidade oral (quanto a
presenca de tartaros, gengivite e estomatite), auscultagcdo cardiopulmonar, temperatura corporal,
exame ortopédico e neurolégico completo. Dos animais participantes serdo colhidos 5ml de sangue
periférico por pungao de veia jugular ou cefalica para realizacdo de hemograma, ELISA e PCR.

A amostra de medula éssea sera obtida mediante acesso do canal medular na regido de
tuberosidade deltoide de imero. O procedimento tem duragdo minima de 5 minutos e méaxima de 15
minutos. Todo o procedimento sera realizado com o animal anestesiado e, apds a colheita, farmacos
analgésicos, anti-inflamatérios e antibiético serédo fornecidos para o paciente.

Potenciais riscos para os animais: Apesar de seguro e rotineiro destaca-se o risco da ocorréncia
de reacdes fisiopatologicas cardiorrespiratérias, que incomumente ocorrem durante o procedimento
anestésico, e podem culminar com o ébito do paciente. O procedimento de aspiragdo da medula
6ssea costuma ser seguro e de facil realizagdo, porém em casos raros o acesso 0sseo pode
promover inflamacdes periosteais e microfraturas.

Cronograma de execugao do projeto:

Ano Més Descricao das fases

Avaliag&o clinica dos animais e aplicagao de
questionarios aos tutores

Colheita de amostras de sangue e medula éssea dos
gatos

Realizagdo dos testes de ELISA, PCR e ICQ para
diagnéstico de FeLV/FIV dos gatos

Catalogagado dos dados obtidos nos exames de ELISA,
PCR, ICQ e mielograma

Publicagéo dos resultados e conclusdes da pesquisa
desenvolvida

2019-2021 04/2019 a 06/2021

2019-2021 04/2019 a 06/2021

2019-2021 04/2019 a 07/2021

2019-2021 10/2019 a 08/2021

2021 08,09e 10
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u UNIVERSIDADE GES Comissao de Etica no
DO ESTADO DE CENTRO DE CIENCIAS d " .
® A Uso de Animais
SANTA CATARINA | AGROVETERINARIAS

Beneficios:

Com o desenvolvimento deste projeto busca-se investigar a eficiéncia de métodos diferentes de
diagnéstico para o Virus da Leucemia Felina (FeLV), assim como a padroniza¢do de um novo método
para este fim. Os resultados desta pesquisa proverdo aos clinicos de pequenos animais melhores
informacdes sobre a eficacia destes testes, facilitando a escolha do método ideal para cada paciente
de acordo com a apresentacgdo clinica, tornando o diagnostico desta enfermidade de forma mais
eficiente nos gatos domésticos. Além disso, espera-se que os dados acerca da ocorréncia de FeLV
nos animais da regido continue a induzir a implantagdo de medidas de controle e prevencao deste
virus.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participagao do animal neste projeto:

Sua autorizagdo para a inclusdo do seu animal neste estudo é voluntaria. Seu(s) animal(is)
podera(do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a
ele(s).

A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada.
Os membros da CEUA ou as autoridades regulatérias poderéo solicitar suas informagdes e, nesse
caso, elas serao dirigidas especificamente para fins de inspegdes regulares.

Quando for necessario, durante ou ap6s o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato com o
Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: (49) 99175-0779 (Thierry Grima de Cristo)

Equipe: Grupo de Patologia Veterinaria - GPV

Nome do Pesquisador: Renata Assis Casagrande

Endereco: Avenida Luiz de Camdes, no 2090, Conta Dinheiro, Lages, SC.
Telefone: (49) 3289-9160

Declaracao de Consentimento: Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos
deste estudo, seus riscos e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também
informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo
de Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s) animal(is), identificado(s) /
rebanho a seguir, neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e a outra com o
pesquisador.

Lages — SC, / / f}
Rl e

Nome do Responsavel / RG Renata Assis Cagagrande / RG
Assinatura do Responsavel Assinatur Pesquisador

Identificagdao do animal (repetir tantas vezes quantos forem os animais):

Nome: Numero de identificacéo:

Espécie: Raca:

121



APENCIDE B

118

LAGES

CENTRO DE CIENCIAS
AGROVETERINARIAS

el HI0ESC

DO ESTADO DE
SANTA CATARINA

IDENTIFICACAO DO PROJETO:

Avaliagdo da eficiéncia do ELISA, PCR e imuno-citoquimica (1CQ) no diagnéstico do virus da leucemia
(FeLV) e imunodeficiéncia (FIV) em gatos

IDENTIFICAGAO DO PACIENTE:

1. Ficha do HCV: 2. 1:Pi
3. Nome:

IDENTIFICACAO DO TUTOR:

4. Nome:

5. Enderego:

6.Tel.: () ()
7.@:

8. O Respondente é o Proprietario?
( )0-Né&o
( )1-Sim
9. Se ndo, qual sua relagdo com o proprietario?
() 1- Familia
() 2- Funcionario
( ) 3-Outro:

INFORMACGES A SEREM RESPONDIDAS PELO TUTOR
10. Idade do animal: 11. Raga:
12. Sexo:
() 1-Macho
( )2-Fémea
13. O gato é castrado?
( )0-Né&o
( )1-Sim
14. Se sim, com que idade foi castrado?
15. O gato é vacinado?
( )0-Né&o
( )1-Sim
Se sim, responda as questdes abaixo:
16. Qual a frequéncia de vacinagdo:
( )1-Todo ano
() 2- A cada dois anos
() 3- Esporadicamente
17. Qual a data da ultima vacinagdo (M/A):
18. A vacina utilizada possuia protegdo contra FelV:
( )0-Nao
( )1-Sim
() 2-Né&osei
19. Com que frequéncia o animal vai ao veterinario?
() 1-E aprimeira vez
( ) 2- Mensalmente
() 3-Trimestralmente
() 4- Anualmente
() 5-S6 quando esta doente
20. Qual a procedéncia do seu animal?
() 1- Nasceu em criadouro, C.V. ou agropecudria
() 2- Nasceu em domicilio
() 3- Nasceu na casa onde vive
() 4- Foi resgatado da rua
() 5-Ganhou e ndo sabe a procedéncia

21. Domiciliado em:
() 1- Apartamento
( )2-Casa
() 3-Patio
() 4-Sitio
22. O gato possui acesso a rua?
( )0-Nao
()1-Sim
23. Outros gatos tém acesso ao local onde ele vive?
( )0-Né&o
( )1-Sim
() 2-Nao sei
24. Coabita com outros gatos?
( )0-Néo
()1-Sim
Se sim, responda as questdes abaixo:
25. Com quantos gatos coabita?
26. Compartilha caixa sanitéria, pote de dgua/comida?
( )0-Né&o
( )1-Sim
27. Se ndo tem contato através de visitas a domicilios
que tenham outros gatos, ou ficam hospedados em
estabelecimentos veterinarios?
( )0-Né&o
( )1-Sim
28. Tem comportamento agressivo com outros gatos?
( )0-Né&o
( )1-Sim
() 2-S6 antes da castragdo
29. Ja fez algum teste para diagndstico de FeLV/FIV?
( )0-Né&o
( )1-Sim
() 2-Néo sei
30. Se sim, lembra qual o resultado?
31. Teve alguma doenga prévia?

INFORMACOES PREENCHIDAS PELO AVALIADOR

32. Responsavel pelo preenchimento:

33. Qual o estado de satude do paciente:
() 1- Saudavel (check-up) ( )2- Saudavel (castragio)
( )3- Doente

34. Se doente, qual diagndstico presuntivo?

35. Se doente, quais os sinais clinicos encontrados?___

36. Qual o escore corporal do animal:
( )1-Caquético ( )2-Magro ( )3-Regular
( )4-Sobrepeso ( )5-Obeso

37. Observagdes:

38. DATA DO PREENCHIMENTO: / /
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L.‘ UDESC | LAGES

Comisséo de Etica no
UNIVERSIDADE | ~enTRO DE CIENCIAS

DO ESTADO DE 7 1 [
@1 - Cinens | AGROVETERINARIAS Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao da eficiéncia do ELISA, PCR e imuno-citoquimica (ICQ) no diagndstico do virus da
leucemia (FeLV) e imunodeficiéncia (FIV) em gatos", protocolada sob o CEUA n? 2306130319 (b 000s31), Sob a responsabilidade de
Renata Assis Casagrande e equipe; Paulo Eduardo Ferian; Fabiano Zanini Salbego; Thierry Grima de Cristo; Giovana Biezus;
Willian Kaida de Almeida; Luara da Rosa; Tais Gaspar - que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) na reuniao de 15/03/2019.

We certify that the proposal "Evaluation of the efficiency of ELISA, PCR and immuno-cytochemistry (ICQ) in the diagnosis of
leukemia virus (FeLV) and immunodeficiency (IVF) in cats", utilizing 188 Cats (males and females), protocol number CEUA
2306130319 (o 000831), under the responsibility of Renata Assis Casagrande and team; Paulo Eduardo Ferian; Fabiano Zanini
Salbego; Thierry Grima de Cristo; Giovana Biezus; Willian Kaida de Almeida; Luara da Rosa; Tais Gaspar - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the University of Santa Catarina State (CEUA/UDESC) in the meeting of 03/15/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 06/2021 Area: Medicina Veterinaria
Origem: Hospital Veterinario do CAV/UDESC

Espécie:  Gatos sexo: Machos e Fémeas idade: 003a300meses N: 188
Linhagem: Dependente da disponibilidade Peso: 500 a 10000 g

Local do experimento: Hospital de Clinica Veterinaria e Laboratdrio de Patologia Animal, Av. Luiz de Caméges, 2090 - Conta Dinheiro,
Lages - SC. tel. (49) 3289-9100

Lages, 18 de marco de 2019

0/%7;/ |

Marcia Regina Pfuetzenreiter Prof. Dr. Ubirajara Maciel da Costa
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

Av. Luis de Camdes, 2090 - Centro Agroveterindrio - Bairro Conta Dinheiro Lages/SC CEP: 88520-000 - tel: 55 (49) 32899129
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 18h : e-mail: 61386650900@udesc.br
CEUA N 2306130319

123



120

APENDICE D

LABORATORIO DE PATOLOGIA ANIMAL
Centro de Ciéncias Agroveterinarias
Universidade do Estado de Santa Catarina

Resultado do Mielograma - ICQ. XXX

Nome do Animal: Preta Tutor: XXX XXXXXXX
Espécie: Felis catus (Felina) Raga: SRD Sexo: Fémea Idade: 36meses

Histérico: Animal do projeto ICQ - FeLV/FIV; Vive em um sitio, uma contactante FIV+.
Técnica para colheita de amostra: Pungdo de medula éssea do processo deltoide do imero.
Técnica de coloracdo: May Grunwald-GIEMSA (3'-15")

Diferenciagdo celular (500 células em aumento de 1000x em imers&o por microscopia de luz):

Série Hematopoética ] Absoluto | % | Referéncia %
Mieloide
Mieloblasto 5 1,0 0-04
Promieldcito 10 2,0 0-30
Mieldcito neutrofilico 10 2,0 4,4-13,2
Metamielécito neutrofilico 21 4,2 0,6-8,0
Neutréfilo bastonete 91 18,2 12,8 -16,6
Neutroéfilo segmentado 112 22,4 6,8-22,0
Mieldcito eosinofilico 1 0,2
Met.an?i'elécito eosinéfilico 2 0,4 e dg;gri'e ifinofl'lica)
Eosinofilo bastonete 14 2,8
Eosindfilo segmentado 20 4,0 0-16
Série basofilica 3 0,6 0-04
Eritroide
Rubriblasto 4 0.8 0-0.,8
Prorubricito n 2.2 0-16
Rubricito 106 21,2 10,2-29,4
Metarubricito 29 5,8 1,0-10,4
Outros
Linfdcitos 46 9.2 1,6 -21,6
Plasmdcitos 10 2,0 02-16
Mondcitos 4 0.4 0-02
Macréfagos 0 0 0-02
Serie megacariocitica 3 0,6
Mastdcitos 0 0
Osteoclastos 0 0 Raros
Adipécitos 0 0
Células do estroma 0 0
Observacoes
Proporgdo Mieloide : Eritroide 1,93 (Ref:1,21-2,16)
Mitoses 2

Valores de referéncia de acordo com JAIN, N.C. £: jals of Veterinary He logy. Philadelphia: Lea & Febinger, 1993.

Comentdrios: Cerca de 8 megacaridcitos por campo de menor aumento (100x). Ressalta-se que a
resposta medular moderadamente aumentada para produgdo de eosinédfilos é compativel com o
numero de eosindfilos observado no sangue periférico submetido ao hemograma. Essa alteragdo
pode ser consequéncia de um quadro de parasitose ou processos alérgicos.
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