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RESUMO

A neutropenia em felinos € uma alteracdo hematoldgica comum na prética clinica, caracterizada
pela contagem absoluta de neutrofilos circulantes inferior a 2.500/uL. Existem diversas doencas
associadas a essa reducéo, sendo as infecc@es virais, bacterianas, neoplasias e rea¢6es a drogas
causas frequentes em felinos. As consequéncias da neutropenia podem ser graves, sendo 0s
neutrofilos um dos principais leucocitos envolvidos na resposta imunolégica inata. A
neutropenia coloca o paciente em risco de desenvolver infec¢bes secundarias, especialmente
bacterianas, que podem evoluir para sepse. O fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-
CSF) é amplamente usado para o tratamento de neutropenias em seres humanos e mostrou
eficacia variavel em felinos, entretanto, os estudos sdo escassos e seu uso nessa espécie ainda é
debatido. Esse estudo avaliou a resposta do uso do filgrastim, um G-CSF recombinante humano
comercialmente disponivel, no tratamento de felinos que apresentaram neutropenia por
diferentes causas. Sessenta e quatro gatos que apresentaram neutropenia e receberam
tratamento com filgrastim, nas doses de 5 pg/kg ou 0,1 mL/gato a cada 24 horas, pela via
subcutanea, com duracdo media de 3 dias, foram avaliados retrospectivamente entre 0s anos de
2012 e 2016. Uma resposta hematoldgica satisfatéria com aumento do nimero de neutrdfilos
acima do valor de referéncia foi vista em 81,25% dos gatos, enquanto 18,75% tiveram resposta
considerada insatisfatéria ou nenhuma resposta ao tratamento. Do total de gatos analisados,
45,31% eram positivos para infeccdo pelo virus da leucemia felina, 3,12% para infecgédo pelo
virus da imunodeficiéncia felina e 31,25% eram positivos para ambos os retrovirus. Ainda que
nem todos 0s pacientes respondam satisfatoriamente ao tratamento, e que ainda ndo se saiba a
implicacdo do tratamento no progndstico dos pacientes, o0 uso a curto-prazo de filgrastim como
adjuvante no tratamento de neutropenias em felinos pode ser benéfico para a maioria dos casos

e deve ser considerado.

Palavras-chave: G-CSF, FeLV, FIV, leucopenia, mielossupresséo.



ABSTRACT

Feline neutropenia is a common hematological disorder in clinical practice, characterized as an
absolute circulating neutrophil count of less than 2,500 cells/uL. There are several diseases
associated with this reduction and viral or bacterial infections, neoplasms and drug reactions
are common causes in cats. Consequences of neutropenia can be grave, as neutrophils are one
of the major leukocytes involved in the innate immune response. Neutropenia puts the patient
at risk for developing secondary infections, especially bacterial, with can evolve to sepsis.
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is widely used for the neutropenia treatment in
humans and has shown variable efficacy in felines, although studies are limited and its use in
this species is still debated. This study evaluated the response to the use of filgrastim, a
commercially available human recombinant G-CSF, in the treatment of cats presenting
neutropenia for different causes. Sixty-four cats that presented neutropenia and received
filgrastim treatment, at doses of 5 pg/kg or 0.1 mL/cat every 24 hours, subcutaneously, with
average duration of 3 days, were retrospectively evaluated between 2012 and 2016. A
satisfactory hematological response rate with an increase in neutrophils number above the
reference range was seen in 81,25% of cats, while 18,75% had unsatisfactory or no treatment
response. Of the total cats analyzed, 45,31% were FeLV positive, 3,21% FIV positive and
31,25% were positive for both retroviruses. Although not all patients respond well to treatment,
and the implication of treatment on the prognosis is not yet known, the short-course use of
filgrastim as an adjunct in the treatment of neutropenia in cats may be beneficial in most cases

and should be considered.

Keywords: G-CSF, FeLV, FIV, leucopenia, myelosuppression
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1 INTRODUCAO

A neutropenia é caracterizada pela reducdo na contagem de neutrofilos no sangue
periférico e constitui uma alteracdo hematoldgica frequente na clinica de felinos
(VALENCIANO et al., 2010). O neutrofilo € o leucdcito predominante na circula¢éo do gato,
que possui um papel importante no sistema imunoldgico inato, sendo assim uma das primeiras
linhas de defesa do hospedeiro contra patdgenos invasores, especialmente bactérias
(SCHNELLE e BARGER, 2012). Participa da resposta inflamatoria por meio da quimiotaxia
aos locais de inflamacéo e fagocitose dos organismos e materiais estranhos (WEISER, 2012a).
Portanto, em numero reduzido, sua resposta se torna ineficaz. Quando a neutropenia €
acentuada, ocorre aumento da suscetibilidade a infeccdes, inclusive de organismos que fazem
parte da microbiota natural do hospedeiro, como bactérias do trato gastrointestinal, pele e
nasofaringe (WEISER, 2012c). As consequéncias da neutropenia podem ser graves, onde
infeccdes bacterianas que poderiam ser facilmente contidas, podem evoluir para quadros de
sepse nos pacientes acometidos (SCHNELLE e BARGER, 2012).

A neutropenia pode estar associada a diversas doencas. Em gatos, as doencas infecciosas
sdo causas frequentes, especialmente nas infeccdes pelo virus da leucemia felina (FeLV) e o
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) (GLEICH e HARTMAN, 2009). Além deles, o virus da
panleucopenia felina (FPV), histoplasmose, infeccBes bacterianas graves, choque endotoxico,
citotoxicidade induzida por drogas, neoplasias, mielofibrose, mielodisplasia e neutropenia
ciclica também podem ser causas relacionadas. Os mecanismos que levam a neutropenia podem
envolver a deficiéncia de producdo dos neutréfilos pela medula 6ssea, aumento da demanda
pelos tecidos ou ainda processos imunomediados que suprimem a granulopoiese ou destroem
neutrofilos circulantes (VALENCIANO et al., 2010; SCHNELLE e BARGER, 2012).

Através da granulopoiese, os neutrofilos estdo constantemente sendo produzidos na
medula 6ssea e, quando comparados aos eritrocitos e plaquetas, a sua meia-vida circulantes é
curta, aproximadamente de 10 horas, portanto, mudancas na sua contagem podem ocorrer
rapidamente (WEISER, 2012b). Diversas citocinas e fatores de crescimento regulam a atividade
da granulopoiese, entre elas, o fator estimulador de colénia de granuldcitos (G-CSF) é um dos
principais mediadores, produzido pelo estroma da medula éssea, neutrofilos e células
endoteliais (JAVINSKY, 2012; WEISER, 2012b). Existem receptores para o G-CSF tanto em
neutréfilos imaturos quanto maduros e a sua ligacdo a essas células ird estimular a divisdo e
diferenciacdo da célula precursora mieloide em mieloblastos, promielécitos, mieldcitos,

metamielocitos, neutrdéfilos bastonetes e, por fim, neutréfilos segmentados ou maduros
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(WEISER, 2012b). Além disso, 0 G-CSF também estimula uma maior liberacéo dos neutrofilos
pela medula, bem como a fungdo dos mesmos, aumentando as atividades de quimiotaxia,
fagocitose, citotoxicidade celular anticorpo-dependente e producéo de superoxidos (SYKES e
PAPICH, 2014). Os neutréfilos maduros séo liberados pela medula 6ssea e dividem-se no pool
circulante, os quais estdo na corrente sanguinea e sdo contabilizados no hemograma, e o pool
marginal, os quais ficam aderidos ao endotélio vascular exibindo marcadores proprios e ndo
sdo contabilizados no hemograma (VALENCIANO et al., 2010).

A producéo de neutréfilos nos gatos pode ser estimulada pela administracdo de G-CSF
recombinante humano (rHuG-CSF), também denominado filgrastim, na dose de 5ug/kg a cada
24 horas pela via subcutanea (SUTER, 2010; COUTO, 2014b). Esta medicacéo esta disponivel
comercialmente para uso em pessoas com neutropenias associadas com infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), transplante de medula Gssea, cancer e mielossupressdo
induzida por quimioterapia (WELTE, 2014). Em gatos, o seu uso tem sido indicado para o
tratamento de neutropenias causadas por infeccGes virais associadas a FIV, FeLV e FPV, em
doencas mieloproliferativas, aplasias medulares, tumores linfoides e neutropenias associadas
ao uso de quimioterapicos em pacientes oncoldgicos ou outras drogas citotoxicas (SUTER,
2010; HARTMANN, 2012a; SYKES e PAPICH, 2014). Porém, existem poucos estudos e com
namero limitado de animais que avaliam seus efeitos nos gatos (FULTON et al., 1991; KRAFT
e KUFFER, 1995; KUFFER et al., 1999; PHILLIPS et al., 2005), sendo a utilizacdo ainda
controversa em determinadas situacdes, como, por exemplo, em gatos infectados pelo FeLV,
onde Kuffer et al. (1999) e Hartmann (2012a) citam que o uso de filgrastim nesses casos ndo
parece trazer beneficios significativos.

O uso do filgrastim em gatos normalmente estimula uma resposta inicialmente réapida,
aumentando o namero de neutrdfilos circulantes (FULTON et al., 1991; KUFFER et al., 1999;
PHILLIPS et al., 2005; COLEMAN et al., 2014). Porém, diversos estudos em gatos e caes
mostraram que o seu uso prolongado induz a producéo de anticorpos neutralizantes tanto contra
0 G-CSF recombinante, quanto ao enddgeno felino, causando uma queda abrupta na contagem
de neutréfilos circulantes ap6s 14 dias ininterruptos de uso (FULTON et al., 1991;
HAMMOND et al., 1991; PHILLIPS et al., 2005; COLEMAN et al., 2014), portanto seu uso
a longo-prazo é contraindicado.

Um G-CSF recombinante felino (rFeG-CSF) ja foi produzido e usado em estudo que
comprova sua eficacia e seguranca a longo prazo, sem a formacéao de anticorpos neutralizantes
(COLEMAN et al., 2014). Outra opcao que parece ser mais segura € 0 uso do recombinante

canino (rCaG-CSF) em gatos, o qual parece ter maior semelhanga genética com o FeG-CSF do
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que o rHUG-CSF e ndo houve evidéncia da formacao de anticorpos neutralizantes ap6s 42 dias
de uso (OBRADOVICH et al., 1993). Porém, tanto o rFeG-CSF quanto o rCaG-CSF estdo
indisponiveis comercialmente devido ao alto custo de producdo e sdo utilizados apenas em
meios cientificos. Sendo assim, o filgrastim é o unico G-CSF disponivel para uso veterinario
atualmente.

Esse estudo teve como objetivo realizar uma avaliagdo retrospectiva da resposta ao uso

a curto prazo do filgrastim em gatos que apresentaram neutropenia por causas diversas.



14

2 MATERIAIS E METODOS

Os registros de gatos atendidos no Servico de Medicina Felina (MedFel) do Hospital de
Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS), RS/Brasil
e que realizaram hemograma no Laboratério de Anélises Clinicas Veterinérias da UFRGS
(LacVet-UFRGS) entre os anos 2012 e 2016 foram revisados retrospectivamente.

2.1 Critérios de incluséo

Os felinos que apresentaram neutropenia (contagem absoluta de neutréfilos menor que
2.500/uL), diagnosticada laboratorialmente (ProCyte Dx, Hematology Analyser, IDEXX
Laboratories, EUA) e confirmada na hematoscopia por patologista clinico, tiveram seus
prontuarios revisados. Aqueles que apresentaram histérico de tratamento com filgrastim e pelo
menos um hemograma de acompanhamento ap6s seu uso foram incluidos nesse estudo. Os
dados referentes ao sexo, raca, idade e resultado do teste para retrovirus (Teste SNAPP
FIV/FeLV Combo, IDEXX Laboratories, EUA) foram coletados, bem como as doses utilizadas
e duracdo do tratamento. Os casos em que um hemograma de acompanhamento ndo foi

realizado em até 10 dias apds a ultima aplicacdo do medicamento foram excluidos.

2.2 Avaliacao da resposta

Os hemogramas ap6s e/ou durante o tratamento com filgrastim foram avaliados e
classificados de acordo com a contagem de neutréfilos, conforme descrito na Tabela 1. A
resposta ao tratamento foi considerada satisfatoria quando os neutréfilos aumentaram em mais
de 2.500 céls/uL, sendo ainda qualificados como resposta boa ou resposta exagerada. A
resposta ao tratamento foi considerada insatisfatoria quando os neutréfilos ndo ultrapassaram a
contagem minima do valor de referéncia para a espécie, sendo ainda qualificados como resposta

fraca ou sem resposta (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo da resposta ao uso de filgrastim nos gatos com neutropenia.
Contagem absoluta de neutréfilos

Resposta exagerada > 12.500 céls/uL

Resposta boa 2.500 a 12.500 céls/uL

Resposta fraca 1.500 a 2500 céls/uL

Sem resposta < 1500 céls/yL ou sem aumento

Resposta Satisfatoria

Resposta Insatisfatoria
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3 RESULTADOS

Sessenta e quatro (64) gatos foram incluidos nesse estudo. Os dados dos pacientes estao
resumidos na Tabela 2. Apenas dois dos 64 pacientes tinham raca definida (1 Persa e 1 Siamés),
56,25% (36/64) eram machos e as idades variaram de 4 meses a 13 anos, com média de 4,2
anos. Uma taxa alta de pacientes tiveram resultados reagentes para infec¢des retrovirais, sendo
45,31% (29/64) FeLV positivos, 31,25% (20/64) ambos FIV e FeLV positivos, 3,12% (2/64)
FIV positivos e o restante dos gatos (20,31%) nédo foram reagentes para os retrovirus.

Os protocolos de tratamento com filgrastim utilizaram o medicamento na concentracéo
de 300 pg/mL, nas doses de 5 png/kg ou 0,1 mL/gato, pela via subcutanea, com intervalo de 24
horas entre as aplicacBes. A duracdo dos tratamentos variou de uma a oito aplicacdes
consecutivas, com média de 3,3 dias.

Todos os pacientes realizaram um hemograma de acompanhamento em até 10 dias apds
a ultima aplicacdo do filgrastim. Vinte felinos realizaram um segundo e 7 um terceiro
hemograma de acompanhamento. A Tabela 2 resume os dados dos pacientes, nimero de
aplicacdes de filgrastim e as contagens de leucocitos e neutrofilos acompanhadas.

A resposta ao tratamento foi considerada satisfatoria em 81,25% dos casos, sendo que
36/64 gatos apresentaram uma resposta boa e 16/64 uma resposta exagerada (Gréafico 1). Doze
gatos (18,75%) tiveram uma resposta considerada insatisfatoria, onde 3 gatos tiveram uma fraca
resposta e 9 ndo responderam ao tratamento.

Dos 52 gatos que apresentaram uma resposta satisfatoria ao tratamento, 21 eram FeLV
positivos, 1 era FIV positivo, 19 eram ambos FIV e FeLV positivos e os 11 gatos restantes eram
negativos. Dos gatos que tiveram uma resposta insatisfatoria ao tratamento, 8 gatos eram FeLV

positivos, 1 era FIV positivo, 1 era FIV e FeLV positivo e 2 eram negativos.
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Tabela 2. Dados dos pacientes e resposta na contagem de neutrofilos ao tratamento com filgrastim.

FIV/ Leucograma Dia 0 Ne de Leucogramas de acompanhamento
Sinalizacio B} administractes
¢ FelLV LT NB NS de Filerastim LT NB NS LT NB NS LT NB NS
Dia 3 Dia 7 Dia 10
YA & %
1 SRD. M. 42 FeL\ 300 6 1800 * * 13200 417 11120 22720 0 17949
Dia 5
2 SED, M. 7a FelV 14000 * 080 2 9500 0 7315
3 SED,F.8m FelV 6000 0 1080 3 16100 H:cm 2 5706
4 SED, M. 1a FelLV 1900 0 152 3 11400 U-_w 3 7182
Dia 6
5 SED.F.1a FelV 4000 0 2000 3 6200 0 4588
. N . . Dia 3 Dia 40
6 SRD.F.2a FelV 1300 3 12600 0 8064 8700 0 1827
Dia 4
7 SED, M. 1a FelV 4800 0 2440 3 11820 0 0602
Dia 4
8 SED.F.1a Fel.WV 4300 0 089 3 9200 0 6440
. Dia 8 Dia 45
9 SED. M. 2a FelV 6400 0 896 3 11600 0 4202 6500 0 2705
Dia3
10 SRD. M. 11a Fel'V 4900 0 2107 3 7500 0 5475
Dia 10
11 SED. M. 4a FelV 2200 154 704 3 15300 0 11628
Dia 3 Dia 8
12 SED. M. 5a FelV 2000 20 1400 3 5200 57 2600 3700 37 2627
Dia 3
13 SRD. M, 11a FelL'V 4300 0 2107 3 7500 0 5475
- Dia 3
14 SED. M. 5a FelV 1200 0 636 3 7100 0 5104
Dia 7
5 IV 2
15 SED.F. 6m Fel'V 200 0 374 ] 22200 0 11100
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16 SRD.F,2 FIVe 4500 0 2455 LY
resd FelV 6400 0 5504
17 P 2 FiVe 3200 32 2144 Dia 3
ersa, M. 22 FelV 12300 0 8856
FIVe Dia 2
18 SRD.F,3 2600 104 1612
24,0 FeLV 17100 513 7524
Dia 4
FIVe . .
19 SRD.F.8a FelV 1700 13600 0 11696
FIVe " . Dia 4 Dia 11
20 SRD.F.8a FelV 1000 3000 0 2430 4000 0 3250
— . Dia 4 Dia 11 Dia 25
-
21 SRD.F.8a FeLV 240 530 * * 3900 0 3471 5000 0 4900
FIV e Dia 4
22 SRD.M.6 4000 0 1800
-M.6a FeLV 6000 120 3000
23 SRD,M.3 FlVe 3300 33 1419 Dia 4
-M.3a FeLV 15600 0 8736
FlVe HEH ﬂ
24 SRD.M.22 oo 6400 0 896 11600 . 1202
FIV e Dia 6
25 SRDMla ¢ 1700 0 17 <500 o P
Dia 3 Dia 25 Dia 32
26 SRD.M.12a  FIV 3300 0 Lesl 6400 0 3520 7900 0 7188 9000 0 7920
27  SRD.M.1 2900 0 1972 Dia 3 Dia 7
M. 1a - 7200 0 4032 14200 142 8520
28 SRD,M.1 1200 = * Dia 3 Dia 13
AL la - 2900 0 1972 7200 0 4032
20 SRD.F.2 3900 0 1950 Lo
-E.ed - 19600 0 10476
Dia 5
30 SRD,M.3a . 4900 0 2406 7900 0 5636
Dia 5
31 SRD,M.3a n 2600 0 1820 <00 o 1540
32 SRD.F.8 4000 0 2460 Dia 3
b - 6400 0 3840




18

Dia 5
33 SRD. M. 5a - 4500 882 2156 5200 0 2658
Dia 3
34 SRD.F,7a - 3900 0 1911 12300 o 10
Dia 3
35 SRD,M.8a - 3700 0 1887 800 12 526
Dia 3 Dia 17 Dia 37
3 SRD.F.2a - 3300 0 22 16300 0 11084 5800 0 3132 13900 0 9730
Dia 3 Dia 7 Dia 10
37 SRD.F.la FeLV 1000 ¥ ) 3900 195 624 38600 1930 290336 30200 302 27482
38 SRD. M. 1a FelLV 900 * * Dia 4 Dia 6 Dia 11
: 2800 140 532 24700 2470 14079 17200 0 13072
Dia 4
30 SRD.F.13a FelLV 4800 0 1728 2500 350 B
Dia 4 Dia 7
40 SRD,M.1a FeLV 2400 0 1584 33600 0 27552 6500 0 3380
Dia 4
41 SRD.M.2a FeLV 2900 0 3190 15000 o 13050
Dia 4
42 SRD. M. 43 FeLV 4400 0 2168 15200 o 12900
o FIV e Dia 3 Dia 8 Dia 55
43 Sumés. M.6a g,y 1700 170 5 19300 1158 16019 19300 0 15633 8500 0 5185
FIV e Dia 4
44 SRD.M.5a Fd v 4000 40 560 24900 0 20667
7 Dia 3 Dia 18
45 SRD.M.5a me 4350 87 1653 60500 2420 46585 33800 676 28054
¥ Dia 8
46 SRD.F.3a wWﬂ 800 ) * 25300 0 14100
v Dia 4
47 SRD.F.4a wwm 2500 0 1675 500 -
FIV e Dia 7
48 SRD.F.6a g,y 800 ) * 16200 0 14004
FIVe Dia 3
49 SRD.F.8a Fel v 3400 0 2454 20000 400 ERE
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FIV e Dia 3
0 SRD.F,3a Feov 1200 * . 2 34700 694 32271
51 SRD.F.4m  IIV® 2700 0 675 3 Diad
-F. FelV 26200 262 13362
Dia 2 Dia 6
2 SRD.M.11m - 2300 0 aas 2 9500 2185 5605 42000 3780 29820
53 SRD. M la  FelV 4200 = 882 2 Dia 10
: 5100 0 2040
o Dia 5 Dia 0
54 SRD.M.3a  FelV 200 132 0 8 o0 . — o . -
Dia 3 Dia 8
55 SRD.M.9a - 3000 0 vl 6 2600 0 1974 3700 0 2230
Dia 5
56 SRD.F,7a  FelV 3100 = * 3 500 e —
57 SRD.F.10a  FeLV 3000 = * 3 Dia 3
- E 3400 0 1020
58 SRD.F.2a  FeLV 3100 0 2421 6 Dia 3 Dia 6
-E 100 * * 210 * *
. i . Dia 3
50 SRD.M.2a  FelV 500 * 3 <00 . N
Dia 4
60 SRD.F.3a  FelV 400 » * 3 - " "
61 SRD.F.1a  FeLV 1500 = * 3 _— Din 4 -
Dia 3
62 SRD.M. 102  FIV 740 * * 3 200 . N
T Dia 4
63 SRD,M.3a WMM 1900 * * 3 1100 . N
Dia 3 Dia 6
64 SRD.F.3a - 3300 0 2205 5 3000 0 1860 2700 0 1026

a = anos; F = fémea; FelV = virus da leucemia felina; FIV = virus da imunodeficiéncia felina; LT = nimero absoluto de leucdcitos totais; M = macho; m = meses; NB = ndmero
absoluto de neutrdfilos bastonetes; NS = nimero absoluto de neutraéfilos segmentados; SRD = sem raca definida;
* Sem contagem diferencial devido intensa leucopenia.
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Resposta satisfatoria ao uso de filgrastim
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Gréfico 1. Resposta satisfatoria ao uso de filgrastim. O grafico mostra os casos (nUmeros
horizontais) onde houve aumento satisfatério na contagem de neutrofilos (nimeros verticais)
apos administracdo do filgrastim em gatos que apresentaram neutropenia. As barras vermelhas
representam a contagem de neutrofilos inicial e as barras azuis a contagem apos a
administragcdo. A porcdo destacada em azul claro mostra o intervalo de valor de referéncia
desejavel para a espécie.
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4 DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi avaliar retrospectivamente se felinos com neutropenia
apresentam resposta ao uso de fator estimulador de col6nia de granulécitos (G-CSF). Os
resultados revelaram que a maioria dos pacientes neutropénicos se beneficiaram das aplicagdes
do filgrastim, j& que 81,25% dos gatos com neutropenia apresentaram um aumento satisfatorio
na contagem de neutrofilos nos hemogramas seguintes e apenas 18,75% dos gatos néo
apresentaram uma resposta ao tratamento. Outros estudos possuem taxas de respostas variadas
(FULTON et al., 1991; KRAFT e KUFFER, 1995; KUFFER et al., 1999; PHILLIPS et al.,
2005), onde a maioria avaliou um nimero pequeno de gatos com doencas especificas, porém o
seu uso off-label em animais € relatado e indicado por diversos autores (OGILIVIE, 1995;
SUTER, 2010; JAVINSKY, 2012; SYKES e PAPICH, 2014).

Esse estudo ndo teve como objetivo avaliar as causas das neutropenias, entretanto, um
namero grande de felinos apresentou infeccdo por doencas retrovirais pelo FeLV e FIV,
condicdes que provavelmente estdo associadas ao desenvolvimento das neutropenias nesses
casos. A regido onde o estudo foi conduzido (Sul do Brasil) possui alta prevaléncia de FIV e
FeLV (DA COSTA et al., 2017), o que contribuiu para que quase 80% dos gatos fossem
portadores de um ou ambos os virus, sendo a principal causa associada a neutropenia dos felinos
na regido. Ao investigar as causas de neutropenia em felinos, o estudo de Brown e Rogers
(2001) também atribuiu 0 maior percentual de casos associados a essas doencas retrovirais.

A neutropenia pode resultar de diversos causas e mecanismos. Uma unica causa (p. ex.
endotoxemia) pode agir por diferentes mecanismos para produzir neutropenia . De uma maneira
geral, esses mecanismos incluem: aumento da demanda tecidual de neutr6filos em injurias ou
infeccBes agudas, diminuicdo da producdo ou liberacdo pela medula 6ssea, sequestro ou
destruicdo dos neutréfilos circulantes e seus precursores (VALENCIANO et al., 2010). Além
das doencas retrovirais, outras causas que podem estar associadas a neutropenia em felinos
incluem infeccdo pelo virus da panleucopenia felina (FPV), infecgbes fungicas, como na
histoplasmose, aumento do consumo por inflamacdo, sepse ou endotoxemia. Bem como
mielotoxicidade por diversas drogas, doencas priméarias da medula éssea, como a aplasia ou
hipoplasia medular, a mieloptise por tecido fibrético ou neoplasias primarias e metastaticas,
mielonecrose, sindromes congénitas, como a de Chédiak-Higashi e a destruicdo imunomediada
primaria ou secundaria de neutr6filos maduros e seus precursores (BROWN e ROGERS, 2001;
JAVINSKY, 2012; SCHNELLE e BARGER, 2012). Entretanto, essas causas ndo foram
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investigadas nesse estudo, podendo ou ndo ocorrer nos casos avaliados, concomitantemente,
inclusive, com as infegdes pelo FeLV ou FIV.

Os retrovirus felinos sdo causas importantes de neutropenia em gatos. Apesar de nem
todos os gatos infectados apresentarem neutropenia, ela pode ocorrer em 26% a 50% dos gatos
infectados (FUJINO et al., 2009; GLEICH e HARTMANN, 2009; SCHNELLE e BARGER,
2012; DA COSTA et al., 2017). Os mecanismos das neutropenias e outras citopenias nas
doencas retrovirais é provavelmente multifatorial e tém sido investigados. A supressdo da
atividade medular ocorre nas duas infecgfes virais, porém parece ser mais comum e grave em
gatos infectados pelo FeLV (HARTMANN, 2012b; DA COSTA et al., 2017). No presente
estudo, 22 gatos apresentaram resultado reagente para FIV, contudo, 20 deles estavam co-
infectados com FeLV, sugerindo um maior envolvimento do FeLV nas neutropenias.

Devido a resposta imunoldgica comprometida nessas doencas virais, 0s pacientes tem
maior risco de desenvolver diversas infec¢Bes secundarias e a neutropenia pode ser relacionada
com o aumento da demanda de neutrdfilos nessas infeccbes. Em gatos, é esperado que um
processo inflamatdrio agudo e intenso ocorra, especialmente em 6rgaos mais vascularizados,
para que a demanda de neutrofilos exceda a capacidade de reposicdo pela medula dssea e,
consequentemente, leve a neutropenia (VALENCIANO et al., 2010). Nesses casos, quando a
medula éssea tem uma resposta adequada e estimula a aceleracdo da proliferacdo, maturacao e
liberacdo de neutrdfilos, é esperado, depois de um tempo, uma progressdo para neutrofilia e o
desvio a esquerda é comum (WEISER, 2012c). Devido esse mecanismo, € possivel que alguns
casos desse estudo apresentassem essa resposta, aumentando o numero de neutréfilos, mesmo
que néo tivessem recebido o filgrastim.

Pode também ocorrer diminuicdo da producdo de neutréfilos pela agdo retroviral direta
e consequente morte das células precursoras, causando aplasia ou hipoplasia da medula éssea.
Frequentemente o FeLV afeta outras linhagens celulares, além dos granuldcitos, e outras
citopenias podem ocorrer, como anemia e/ou trombocitopenia. Porém, devido a meia vida mais
curta dos neutrofilos, a neutropenia pode ser o primeiro sinal de injuria a células tronco
(WEISER, 2012c). O FeLV pode estimular a mutagdo celular e predispor a formagédo de
neoplasias, especialmente linfomas, que podem substituir a populacdo de células normais na
medula 0ssea (HARTMANN, 2012b; SCHNELLE e BARGER, 2012). Além disso, casos de
neutropenia ciclica em gatos FeLV positivos ja foram relatadas (SWENSON et al., 1987) e
também, em gatos FIV positivos, um possivel fator inibitdrio sérico que diminui a diferenciagéo
de granulécitos e mondcitos foi identificado (SHELTON et al., 1989).
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Ainda que raro, a infecgdo por FeLV em estégio latente na medula 6ssea pode estar
associada a citopenias em 5% dos casos de gatos que apresentam resultado nédo reagente para
0s retrovirus nos testes que detectam antigenos (STUTZER et al., 2010). E estimado que
aproximadamente 10% dos gatos infectados pelo FeLV desenvolvem a infeccéo regressiva, na
qual ocorre uma viremia transiente, com replicacdo viral e infeccdo de precursores
hematopoiéticos na medula 6ssea. Esses gatos conseguem cessar a viremia apos algumas
semanas, tornando-se livres da detec¢do do antigeno viral no plasma. Entretanto, ndo sdo
capazes de eliminar completamente o virus do organismo, pois a informacao para a replicacao
viral (DNA proviral) é mantida nas células tronco da medula 6ssea, condi¢do chamada de
infeccdo latente. Nesses casos, métodos sensiveis de reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
podem detectar o DNA proviral no sangue (HARTMANN, 2012b).

Existe apenas um estudo com o uso do filgrastim em um ndmero limitado de gatos
infectados por FeLV (KUFFER et al., 1999), onde a resposta parece ser fraca,
consequentemente tendo seu uso questionado nesses casos (HARTMANN, 2012%). Entretanto,
os resultados do presente estudo contradizem o de Kuffer et al. (1999), pois foi observada uma
resposta satisfatoria na grande maioria dos gatos infectados por FeLV. Este estudo incluiu 49
gatos FeLV positivos, sendo 20 desses co-infectados com FIV, onde 40 (81,6%) responderam
satisfatoriamente ao tratamento. Conforme discutido anteriormente, as causas de neutropenia
associadas a infeccdo pelo FeLV podem ser variadas, portanto, respostas diferentes ao
tratamento com filgrastim podem ser esperadas.

A estimulacdo da producéo de neutrofilos pela medula 6ssea pelo G-CSF vai depender
da presenca de células precursoras e formadoras de granuldcitos (OGILVIE, 1995). Como a
infeccdo por FeLV pode destruir esses precursores, é esperado que o nimero de neutréfilos ndo
aumente nesses casos, bem como em qualquer outra doenca que cause a destruicdo massiva de
precursores mieloides. De fato, a maioria dos gatos que ndo responderam ao tratamento
satisfatoriamente eram FeLV positivos (9/12), entretanto, a confirmacdo do diagndstico das
condi¢des mielodisplasicas ou de mieloptise requer puncdo de medula dssea e mielograma, o
qual pode ser um exame de alto custo, demorado e proibitivo para alguns pacientes que nédo
podem passar por procedimento anestésico.

Nos gatos FeLV positivos onde a neutropenia pode estar associada ao aumento do
consumo de neutrofilos por infecgdes bacterianas secundarias, diminuigcdo da produgédo por
fatores inibitorios ou por reducdo de células precursoras sem destruicdo do seu numero total,
parece haver maior possibilidade de resposta a terapia. Considerando que 0 uso a curto-prazo

ndo parece ser prejudicial para os gatos e que mais 80% dos gatos FeLV positivos nesse estudo
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responderam satisfatoriamente em relacdo ao aumento do numero de neutréfilos circulantes
apos administracOes de alguns dias de filgrastim, o seu uso como tratamento adjuvante nesses
gatos pode ser indicado e benéfico.

O G-CSF foi usado em alguns estudos em gatos infectados por FIV, onde foram
demonstrados aumentos significativos no nimero de neutrofilos com o tratamento a curto-prazo
(PHILLIPS et al., 2005; COLEMAN et al., 2014). No nosso estudo, dos 22 gatos que
apresentaram resultado reagente para FIV, a resposta foi satisfatoria em 90% dos casos, ainda
que 20 deles estavam co-infectados por FeLV. Apenas 1 gato FIV positivo e 1 gato FIV e FeLV
positivo ndo responderam ao tratamento, provavelmente por falta de precursores mieloides,
como ocorreu de maneira semelhante em alguns FeLV positivos. Portanto, o uso de filgrastim
também pode ser indicado nesses casos.

Um dos efeitos adversos mais importantes do uso de G-CSF recombinante humano
(rHuG-CSF) a longo-prazo em gatos é a inducdo de anticorpos anti-G-CSF enddgeno com
consequente queda do numero de neutréfilos circulantes, por isso ele € contraindicado para o
uso prolongado. Diversos estudos ja relataram esse efeito (FULTON et al., 1991; PHILLIPS et
al., 2005; COLEMAN et al., 2014), portanto, assim como nos protocolos utilizados nesse
estudo, deve-se evitar o uso além de 14 dias consecutivos, ja que a sequéncia genética entre 0s
aminoacidos do G-CSF humano e o felino € apenas 80,8% identificada e 95,9% dessa sequéncia
é homodloga entre as espécies (HAMMOND et al., 1991; COLEMAN et al., 2014).

Até hoje, ndo é estabelecido se aplicacBes repetidas com um intervalo de tempo mais
prolongado, também levam a formacéo dos anticorpos neutralizantes. No estudo de Phillips et
al. (2005), 6 gatos FIV positivos tiveram inicialmente uma boa resposta ao tratamento com
filgrastim, sem que houvesse aumento da carga viral. Entretanto todos desenvolveram
anticorpos anti-G-CSF endogeno apds 14 dias de uso. Apos trés a cinco meses sem tratamento,
trés desses gatos repetiram o tratamento com filgrastim durante 7 dias e houve desenvolvimento
de anticorpos neutralizantes, porém, mesmo assim, apresentaram aumento na contagem de
neutrofilos nos primeiros quatro dias de uso.

Um estudo testou a administragdo de outra citocina envolvida na granulopoiese, o fator
estimulador de col6nia de granuldcito-macréfago (GM-CSF) em gatos FIV positivos,
entretanto, apesar do aumento de neutréfilos e monocitos em 50% dos gatos, houve producao
de anticorpos anti-GM-CSF e aumento da carga viral do FIV, contraindicando o uso de GM-
CSF em gatos FIV (ARAI et al., 2000). O acompanhamento da carga viral através da RT-PCR

(reverse transcriptase polymerase chain reaction) quantitativa dos pacientes tratados com
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quaisquer estimulantes de medula dssea deveria ser sempre realizado (HARTMANN, 2012b),
entretanto, € um teste ainda pouco acessivel na medicina veterinaria.

Os fatores estimulantes espécie-especificos para caninos e felinos foram produzidos e
parecem ser mais seguros e eficazes, porém nao estdo disponiveis comercialmente, devido seu
alto custo de producdo (HAMMOND et al., 1991; COLGAN et al., 1992; OBRADOVICH et
al., 1993; YAMAMOTO et al., 2002; COLEMAN et al., 2014). Um estudo mais recente utilizou
um G-CSF felino na sua forma recombinante e peguilada (rFeG-CSF e PegFeG-CSF) em 14
gatos FIV positivos, 0s quais induziram aumentos maiores na contagem de neutrofilos quando
comparado ao recombinante humano, ainda que todos o0s grupos tenham respondido
significativamente (COLEMAN et al., 2014). O beneficio é que o rFeG-CSF e a sua forma
peguilada ndo induzem a formacéo de anticorpos neutralizantes a longo prazo, parecendo ser
mais eficaz e seguro para o uso em gatos. Além disso, o uso do PegFeG-CSF foi utilizado com
sucesso para tratar gatos com neutropenia induzida pelo uso a longo-prazo de rHuG-CSF
(COLEMAN et al., 2014).

O G-CSF recombinante canino (rCaG-CSF) também ja foi usado em gatos para o
tratamento de neutropenias na sindrome de Chediak-Higashi (COLGAN etal., 1992) e em gatos
saudaveis por 42 dias (OBRADOVICH et al., 1993), com aumento significativo na contagem
de neutréfilos e sem formacdo detectada de anticorpos cruzados quando comparado ao
recombinante humano, podendo também ser uma opg¢ao mais segura.

O virus da panleucopenia felina (FPV) também é um patdgeno que tipicamente deprime
a contagem dos leucdcitos e a neutropenia faz parte da progresséo clinica da doenca (BARRS,
2019). A infeccdo parvoviral de precursores na medula 6ssea destroi grande parte da sua
populacéo, levando a escassez das células armazenadas, bem como no sangue periférico, o que
é uma preocupacao em filhotes com o trato gastrointestinal inflamado. Entretanto, parece que
as células pluripotentes sdo preservadas (MACARTNEY et al., 1984). O filgrastim foi usado
em gatos infectados por FPV em dois estudos (KRAFT e KUFFER, 1995; KUFFER et al.,
1999), onde os resultados foram contraditorios, entretanto, o0 numero de felinos era limitado.

Existem mais estudos com o uso de filgrastim em cées infectados pelo parvovirus canino
(CPV), onde os resultados também sdo contraditorios e alguns autores ndo indicam o uso de G-
CSF em caninos e felinos com infeccdo por parvovirus, pois o virus se replica em células em
divisdo rapida e o aumento do estimulo da granulopoiese poderia promover maior replicacao
viral e piorar a infecgdo (LONDON, 2000; HARTMANN, 2012a; SYKES e PAPICH, 2014),
mas mais estudos com acompanhamento da carga viral sdo necessarios para comprovar essa

teoria. Em dois estudos com cdes gravemente neutropénicos infectados por CPV ndo foram
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observadas diferencas significativas na contagem de neutréfilos ou reducdo do tempo de
hospitalizacdo nos cées tratados com filgrastim (REWERTS et al., 1998; MISCHKE et al.,
2001). Entretanto, outros estudos demonstraram uma resposta significativa (FOX e
BRUEDERLE, 1996; DUFFY et al., 2010; ARMENISE et al., 2019), incluindo um estudo
recente com 62 filhotes de cées infectados naturalmente com CPV, onde todos que receberam
tratamento adjuvante com filgrastim apresentaram uma melhora mais rapida na contagem de
leucdcitos totais (ARMENISE et al., 2019). Esse aumento ocorreu principalmente pelos
monocitos e linfocitos, apesar de ndo ser o alvo do G-CSF, e os neutrdfilos aumentaram seu
nimero mais lentamente nesses pacientes. Os autores acreditam que o fato se deve ao
parvovirus destruir parte dos mieloblastos mitoticamente ativos na medula dssea e interferir na
habilidade de ligacdo aos receptores para 0 G-CSF nos neutrofilos e, além disso, ao consumo
massivo de neutrofilos para controlar a endotoxemia nas paredes intestinais afetadas pelos
virus. Ainda assim, no grupo tratado houve uma boa recuperacdo, 0s caes receberam alta e
tiveram um menor tempo de hospitalizacdo, enquanto que no grupo placebo houveram cinco
obitos (ARMENISE et al., 2019). Sdo necessarios mais estudos clinicos para avaliar as
indicacdes de filgrastim em gatos infectados por FPV, juntamente com a carga viral.

Um insulto a medula 6ssea por drogas citotoxicas ou seus metabdlitos também séo
potentes indutores de citopenias (SCHNELLE e BARGER, 2012). As quimioterapias
antineoplasicas tem como alvo células de divisdo rapida via multiplos processos, portanto é
relativamente comum ocorrer neutropenia em pacientes oncoldgicos em tratamento, p. ex. com
doxorrubicina, lomustina ou vincristina. A citotoxidade por outros farmacos como
cloranfenicol, sulfa-trimetoprim, griseofulvina, metimazol, albendazol e drogas
imunossupressoras como a azatioprina também estdo associados a neutropenia em gatos
(JAVINSKY, 2012; SCHNELLE e BARGER, 2012). O filgrastim é amplamente utilizado em
humanos para o controle das neutropenias em pacientes oncoldgicos, possibilitando o
andamento de protocolos quimioterapicos mais intensivos, sem a necessidade de reducdo da
dose quando o efeito adverso ocorre (PAGE e LILES, 2010; WELTE, 2014). Ele também ¢
indicado por alguns autores com a mesma finalidade em pequenos animais (HARTMANN,
2012a; JAVINSKY, 2012; COUTO, 2014a; SYKES e PAPICH, 2014), porém, faltam estudos
em felinos avaliando sua eficadcia como adjuvante na quimioterapia.

As consequéncias da neutropenia irdo variar de acordo com a sua causa, intensidade e
duracdo. Os valores de referéncia considerados normais sdo baseados em médias para cobrir
cerca de 90% dos gatos, entretanto, 5% de uma populacéo de gatos saudaveis poderdo ter uma
contagem naturalmente mais baixa (VALENCIANO et al., 2010; JAVINSKY, 2012). Uma



27

neutropenia de 1.800 a 2.300 céls/pL pode ser normal em gatos, desde que assintomaticos e
sem anormalidades hematoldgicas como desvio a esquerda ou neutréfilos toxicos (COUTO,
2014b). Para todas as outras formas de neutropenias, a investigacédo, prevencao e tratamento se
tronam criticos, principalmente nas neutropenias severas, onde a abordagem pode afetar a
sobrevida desses pacientes (JAVINSKY, 2012; ARMENISE et al.,, 2019). O uso de
antimicrobianos de amplo espectro é indicado para gatos com menos de 2.000 neutréfilos
circulantes, tanto com o objetivo de prevenir infec¢Bes secundarias, quanto de trata-las quando
ja estdo instaladas (OGG e KRUTH, 2000). Os gatos com neutropenias graves (menos de 500
neutrdfilos/uL), febris e/ou com infec¢do bacteriana confirmada, devem ser hospitalizados,
preferencialmente isolados, para tratamento de suporte com antimicrobianoterapia endovenosa,
ja que o risco de desenvolvimento de sepse € extremamente elevado (JAVINSKY, 2012;
SCHNELLE e BARGER, 2012).

De acordo com os achados desse estudo, o0 uso a curto-prazo de filgrastim em gatos que
apresentam neutropenia parece ser benéfico e deve ser considerado como terapia adjuvante, ja
que a alteracdo, independente da causa, expde o paciente ao risco de infec¢bes que podem ser
graves e fatais (WEISER, 2012c). A causa da neutropenia deve ser sempre investigada e o
tratamento especifico deve ser empregado sempre que possivel, porém esse processo pode levar
algum tempo. Em humanos, o G-CSF mostrou beneficios no tratamento de neutropenias febris
e afebris, reduzindo o tempo de hospitalizacdo (COSLER et al., 2007). Dessa forma, doses
farmacoldgicas de filgrastim podem ser efetivas para aumentar o ndmero de neutréfilos,
estimulando uma recuperacdo da resposta imune de forma rapida, mesmo em situaces em que
os niveis de G-CSF enddgenos estdo normais (OGILVIE, 1995). Assim, mantendo o paciente
estavel durante a busca pelo diagndstico e inicio do efeito do tratamento definitivo, as
complicacdes decorrentes da neutropenia, como sepse e 6bito, podem ser evitadas e o tempo de
recuperacdo desses pacientes acelerado (ARMENISE et al., 2019).

O objetivo deste trabalho foi comprovar que gatos neutropénicos respondem ao
tratamento com filgrastim, mesmo quando infectados por retrovirus imunodepressores. As
limitacdes desse estudo sdo referentes & sua natureza retrospectiva, com um grupo néo
homogéneo de pacientes, falta de grupos controle ou placebo, variagdes dos protocolos de
tratamento, com diferentes doses e duracdes, bem como falta de padronizagdo dos
acompanhamentos hematologicos. Alguns hemogramas foram realizados apos varios dias da
ultima aplicacdo do medicamento, onde uma resposta considerada insatisfatoria poderia ter sido
avaliada diferentemente se o exame fosse realizado mais proximo da ultima aplicacéo, ja que

pode ser esperada uma resposta hematologica nas primeiras 24 horas apés o seu uso (SUTER,
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2010). Apesar da eficacia na resposta dos parametros hematoldgicos, a evolugdo clinica, a
sobrevida ou efeitos adversos nesses pacientes nao foram avaliados. O tratamento pode variar
significativamente de acordo com a causa das neutropenias, as quais ndo foram investigadas
sistematicamente nesse estudo. Portanto, novos estudos controlados devem ser executados para

investigar melhor os beneficios e desvantagens da utilizacao de filgrastim em felinos.
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5 CONCLUSAO

Os achados desse estudo sugerem que 0 uso a curto-prazo do filgrastim para o
tratamento de gatos com neutropenia ¢ eficaz na grande maioria dos casos e deve, portanto, ser
considerado como terapia adjuvante. Especialmente em gatos infectados por FIV e FeLV, a
resposta inicial pode ser satisfatria em aproximadamente 80% dos casos, 0 que pode
determinar um progndstico satisfatorio impedindo infecGes e sepse nesses pacientes. Novos
estudos controlados devem ser conduzidos para avaliar adequadamente suas indicacOes e

impacto na sobrevida a longo prazo.
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