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RESUMO

Investigar a ocorréncia de doenca clinica em animais com carga viral e pré-viral para
FeLV. Descrever os distirbios hematopoiéticos mais comumente encontrados e
relatar descritivamente uma série de casos de doencas clinicas. Foram selecionados
18 gatos com carga viral e pré-viral para FeLV, mensuradas através de PCR em
tempo real. Os parametros hematolégicos e de mielograma foram comparados entre
0s animais com doenca clinica (n=6) e sub-clinicos (n=12). Foi realizada correlacdo
entre a carga viral e pro-viral desses animais com a celularidade das linhagens
linfoide, granulocitica, eritroide e megacariocitica. As cargas virais nao diferiram
entre os grupos de animais doentes e subclinicos e foi observada uma correlagéo
positiva entre 0 RNA viral do soro e a celularidade da linhagem linfoide, mas n&o nas
outras linhagens. Os animais doentes diferiram dos subclinicos, apresentando
menores concentracdes de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina e plaquetas;
enquanto o VCM, células da linhagem eritroide e linfocitos estavam maiores. No
esfregaco de sangue periférico havia uma maior frequéncia de eritrécitos com
microcitose e macrocitose, corpusculos de Heinz, e neutréfilos e plaquetas gigantes.
No mielograma, a celularidade geral estava aumentada nos animais doentes, além
de mielocitos maduros, linfocitos e plasmécitos. Somente a contagem de
megacariocitos estava diminuida nesses animais. Os distlrbios hematopoiéticos em
pacientes com FelLV sdo variados, frequentemente sdo observadas alteracdes
neoplasicas e sindrome mielodisplasicas que também alteram outros constituintes
da medula 0ssea.

Palavras-chave: medula 6ssea, hematologia, FelLV.



ABSTRACT

Investigate the occurrence of clinical disease in animals with viral and proviral loads
for FeLV. Describe the most commonly found hematopoietic disorders and report
descriptively a series of cases of clinical diseases. Eighteen cats with viral and pro-
viral loads for FeLV were selected, measured by real time PCR. Hematological and
myelogram parameters were compared between animals with clinical disease (n=6)
and sub-clinical (n=12). A correlation was made between the viral and pro-viral load
of these animals with the cellularity of the lymphoid, granulocytic, erythroid and
megakaryocytic strains. Viral loads did not differ between groups of sick and
subclinical animals and a positive correlation was observed between serum viral RNA
and the lymphoid cell line, but not in the other lines. The sick animals differed from
the subclinics, with lower concentrations of erythrocytes, hematocrit, hemoglobin and
platelets; while CMV, erythroid cells and lymphocytes were larger. In the peripheral
blood smear there was a higher frequency of erythrocytes with microcytosis and
macrocytosis, Heinz corpuscles, and giant neutrophils and platelets. In the
myelogram, the general cellularity was increased in the sick animals, in addition to
mature myelocytes, lymphocytes and plasmocytes. Only the megakaryocyte count
was decreased in these animals. Hematopoietic diseases in patients with FeLV are
varied, with neoplastic alterations and myelodysplastic syndrome frequently being
observed, which also alter other bone marrow constituents.

Key words: bone marrow, hematology, FeLV
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1 INTRODUCAO

O virus da leucemia felina (FeLV) pertence a familia Retroviridae e ao género
Gammaretrovirus, infecta gatos domésticos e, esporadicamente, felideos selvagens
(HARTMANN, 2012). E um dos principais agentes infecciosos de gatos e apresenta
ocorréncia mundial (GLEICH & HARTMANN, 2009). Foi descrito pela primeira vez
em 1964, quando pesquisadores observaram as particulas virais na superficie de
linfoblastos malignos de um gato com linfoma (JARRET et al., 1964).

A infeccdo pelo FelLV é associada a maior nimero de sindromes clinicas que
gualquer outro agente infeccioso de gatos (ROJKO & HARDY, 1994). Os sinais
clinicos apresentados pelos animais infectados pelo FeLV podem ser classificados
em neoplasias, imunossupressao, doencas  hematoldgicas, doencas
imunomediadas, e outras sindromes (incluindo neuropatias, desordens reprodutivas
e sindrome “fadding kitten” (HARTMANN, 2012). Ainda que a nomenclatura do virus
esteja relacionada com a doenca mieloproliferativa (leucemia), a maior parte dos
gatos exibem quadro clinico por alteracbes decorrentes de anemia e
imunossupressao, e nao por neoplasias (COTTER, 1991).

Em um estudo realizado com 104 gatos positivos para FelLV foi observado
gue estes apresentaram elevado risco para o desenvolvimento de citopenias, com
namero de hemacias, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, nimero de
plaquetas e neutréfilos diminuidos, quando comparados com 0s gatos negativos
para os retrovirus (GLEICH & HARTMANN, 2009). As citopenias também estiveram
presentes em outro estudo realizado com 37 gatos com FelLV, no qual observou-se
anemia discretamente regenerativa, trombocitopenia e, dentre as doencas
relacionadas, a micoplasmose hemotropica foi a mais comum (HAGIWARA et al.,
1997).

O presente estudo objetivou apresentar as principais alteracdes
hematoldgicas e em medula 6ssea de gatos doentes e subclinicos com cargas virais

e pro-virais do FeLV em sangue periférico e medula 0ssea.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de doenca hematopoiética em animais com carga viral
e pro-viral para FelLV. Descrever as alteracdes hematologicas e distarbios
hematopoiéticos mais comumente encontrados e relatar descritivamente uma série

de casos de doencas clinicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar as sindromes da medula 0ssea e alteracdes hematoldgicas dos
gatos infectados com alta carga viral e pro-viral (doentes clinicos) e principais
diferencas daqueles com apenas cargas viral e pro-viral na medula 6ssea e sem
doenca clinica (subclinicos).

Determinar correlagbes entre as cargas virais e pro-viral da medula éssea
com as alteracdes de sangue periférico em animais progressivos (doentes e

subclinicos).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICO

O virus da Leucemia Felina (FeLV, feline leukaemia virus) foi descoberto ha
mais de 50 anos, em meados de 1964, e em pouco tempo ja havia bastante
pesquisa para encontrar meios diagnésticos para identificacdo do agente infeccioso
(HOSIE & WILLET, 2006). Atualmente, mesmo com o advento de tecnologias de
diagnéstico avancadas e vacinas comerciais, a infeccdo pelo FelLV ainda se faz
presente cosmopolitamente. Em paises em desenvolvimento, sua prevaléncia é
ainda maior, acarretando em diversas sindromes clinicas e uma das maiores causas
de morte em felinos domésticos (BIEZUS et al., 2019; ALMEIDA et al., 2019). Em
contrapartida, nos paises desenvolvidos, a incidéncia e prevaléncia seguem caindo
desde os anos 1980, por meio da realizacdo de testes em massa, adocdo de
programas de erradicacdo e vacinacdo macica contra a FelV, resultando na
diminuicdo da ocorréncia do virus (ROJKO & HARDY, 1984; HOSIE & WILLET,
2013).

3.2 ETIOLOGIA

O FeLV é um virus pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae
e género Gammaretrovirus. E um retrovirus envelopado e seu material genético é
formado por fitas simples de acido ribonucleico (RNA), com capacidade para
transformacdo em &acido desoxirribonucleico (DNA) pela enzima transcriptase
reversa, gerando o pré-virus gque se associa ao genoma da célula hospedeira pela
acao de uma integrase. A capacidade desse retrovirus em se integrar ao material
genético de seu hospedeiro € a principal causa das mutacdes e persisténcia do virus
por toda a vida do animal (HARTMANN, 2011; HARTMANN, 2012; POWERS et al.,
2018).

O virus foi dividido em alguns subgrupos: FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C, FeLV-D e

FeLV-T de acordo com sua evolucdo e estrutura antigénica glicoproteica do
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envelope gp70. Dentre todos, o FeLV-A é mais preocupante por ser infeccioso e
transmissivel horizontalmente. Os demais subgrupos sao derivados de mutacdes e
recombinacdes entre o FeLV-A e as sequéncias enddégenas do enFelLV presente no
DNA felino (STEWART et al., 2011). Presente em aproximadamente 50% dos gatos
infectados esta o FelLV-B, cujo o aparecimento de 16 linfomas e leucemias
costumam estar associados. O FelLV-C, por sua vez, causa as anemias
arregenerativas e sua propor¢ao nos gatos infectados € menor, aproximadamente 1
a 2%. Ja o FelLV-T, tem preferéncia por linfocitos T ocasionando imunossupressao
grave nos felinos acometidos (CHIU et al., 2018; TANDON et al. 2008; TANDON et
al. 2008). Além disso, o FeLV-A é capaz de se recombinar com outras variantes e
causar uma sindrome de imunodeficiéncia adquirida felina (FAIDS), originada pela
infeccédo dos linfécitos CD4+ e CD8+ e linfécitos B presentes no sangue, e 6rgaos
linfoides como linfonodos e células mieloides da medula 6ssea (HARTMANN, 2012).
Ha a proposta de se incluir mais um subgrupo, FelLV-E, cujo aparecimento é
supostamente associado a alta pressao e seletividade das mutacdes, como aqueles

gerados pela vacinacao, e ainda carece de mais estudos (MIYAKE, et al., 2016).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

O FeLV apresenta distribuicdo cosmopolita e sua prevaléncia é, em grande
parte, influenciada pela densidade populacional. Nos Estados Unidos, estudos
indicam uma prevaléncia de infeccdo de 2% em gatos saudaveis e até 15% em
gatos em alto risco, isto €, abrigos ou acumuladores, além de animais doentes
(CRAWFORD, 2011). Na Alemanha, de 17.462 gatos domiciliados testados, a
prevaléncia foi de 3,6% (GLEICH & HARTMANN, 2009). No Brasil, varios estudos
sobre a ocorréncia do virus da leucemia viral felina foram realizados. Em S&o Paulo,
foram encontrados 12,5% de positividade ao avaliarem a infeccdo em 298 gatos
(HAGIWARA, et al., 1997). Uma frequéncia menor da infeccdo foi observada no
interior do estado de S&o Paulo, em Aracatuba, onde apenas 0,33% dos gatos
avaliados foram positivos para o FeLV (SOBRINHO et al., 2011). Outra pesquisa
demonstrou prevaléncia de 10,8% em gatos de Porto Alegre (SILVA, 2007). Em

Minas Gerais, também foi observada variagdo na prevaléncia da infeccdo, em que
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houve 47,5% de reatividade de 1072 gatos avaliados (COELHO et al., 2011) e 12,6
% em 125 animais de Uberlandia (BARBOSA et al., 2001).

3.4 PATOGENIA

A classificacdo da infeccdo pelo FeLV € baseada no tipo de resposta imune
do hospedeiro, sendo definida como infeccdo progressiva, regressiva, abortiva e
infeccdo focal ou atipica (HARTMANN, 2012; HARTMANN, 2020).

3.4.1 Infeccao Progressiva

Nos gatos que cursam com a infeccdo progressiva, 0 virus € incontido pelo
sistema imunolégico, acarretando em replicacdo viral. Inicialmente, nos tecidos
linfoides e posteriormente medula 0ssea, mucosas e glandulas salivares. Se a
viremia persiste por mais de 12 semanas, 0S animais tornam-se persistentemente
virémicos e sdo fontes de infeccdo para outros gatos. A condicdo de viremia
persistente € o padrao tipico dessa categoria e o virus mantém sua replicacdo na
medula Ossea, baco, linfonodos e glandulas salivares (HARTMANN, 2020). Os
animais progressivos apresentam baixa titulacdo de anticorpos neutralizantes
(CHHETRI et al., 2015).

3.4.2 Infeccao Regressiva

Os gatos com certo grau de imunocompeténcia conseguem conter a
replicacdo viral primaria (dos tecidos linféides) antes que atinjam a medula 0ssea.
Esses animais ndo desenvolvem a viremia persistente, mas também ndo se curam
do virus, uma vez que o pré-virus estd integrado ao seu genoma, tornando-se
portadores do DNA pro-viral (HUNGERBUEHLER et al., 2015; CATTORI et al.,
2008). Estes animais nédo liberam particulas virais na saliva. No entanto, ao se
tornarem doadores de sangue eletivos, sdo capazes de transmitir 0 virus por meio
da transfusédo sanguinea (NESINA et al., 2015; SANCHEZ et al., 2020). Além disso,

a infeccdo regressiva pode ser reativada em episodios imunossupressores. Em



14

alguns gatos, ja foi relatado que a propria infeccdo regressiva (sem reativacéo) esta
associada a linfomas (STUTZER et al.,, 2011) e supressdo da medula Ossea
(STUTZER et al., 2010).

3.4.3 Infeccao Abortiva

Alguns gatos conseguem impedir a replicacao viral nos tecidos linfoides da
orofaringe em decorréncia de imunidade celular e humoral competentes (ROJKOL,
et al. 1984; HARTMANN et al.,, 2012). Estes animais sdo negativos para a
antigenemia p27, cargas virais e pro-virais e somente apresentam baixas titulacdes
de anticorpos especificos contra a FeLV. Os gatos que conseguem deliberar o virus
do sistema imunoldgico apresentam expectativa de vida semelhante aqueles que

nunca estiveram expostos ao virus (LUTZ et al., 2009).

3.4.4 Infeccao Atipica

As infeccdes atipicas correspondem a menos de 10% das categorias e foram
inicialmente observadas em experimentos. Nesses casos, a infeccao pelo FelLV é
restrita a alguns tecidos e 6rgdos como as glandulas mamarias, bexiga, olhos, baco,
linfonodos e intestino 18 grosso (HOOVER et al.,, 1991). Dessa forma, os gatos
podem positivar de maneira branda nos testes point-of-care, pois a liberacdo de
particulas virais € uma incognita e costuma ser intermitente (LEVY et al., 2018). Os
gatos podem ter resultados discordantes em testes que detectam a p27 ou
resultados negativos e positivos podem ser intercalados. Além disso, podem testar
negativo para a deteccdo de DNA pro-viral dependendo da sensibilidade do ensaio
(CHIU et al., 2018).

3.5 DISTURBIOS HEMATOPOIETICOS RELACIONADOS A INFECCAO
PROGRESSIVA

As infeccBes progressivas sdo responsaveis por diversas condi¢des, tais
como os distlrbios na medula éssea, principais causas das anemias, neoplasias,

sendo mais comum os linfomas, seguido pelas leucemias, outros tumores
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hematopoiéticos e tumores raros como osteocondromas, neuroblastomas e
adenocarcinomas. Além disso, 0s animais sdo imunossuprimidos e tornam-se
susceptiveis a infec¢cdes secundarias e outras sindromes relacionadas como as
doencas imunomediadas, neuropatias e doencas reprodutivas (HARTMANN et al.,
2020; HARTMANN et al. 2011; STUTZER et al., 2010). A maioria das anemias em
gatos com FelV sdo arregenerativas, oriundas da supressao da medula 6ssea,
efeito da infeccdo primaria das células progenitoras e células estromais de
sustentacdo, as quais sdo essenciais para formacdo e maturacdo das células
hematopoiéticas, ou em razédo da infiltracdo neoplasica na medula éssea levando a
anemia aplasica ou pancitopenia grave (HOFFMAN-LEHMANN et al., 1997,
JACKSON et al., 1996).

Na anemia aplasica, as células da medula 0ssea estardo hipoplasicas ou
aplasicas, com aumento de tecido adiposo e ligeira infiltracdo de linfocitos e
plasmadcitos. Suspeita-se que certo grau de necrose da medula 6éssea possa estar
associada a infeccéo por FelLV, onde o mecanismo ainda ndo esta bem esclarecido,
entretanto sugere-se que a oclusdo da microcirculagdo medular ou a presenca de
indutores de necrose, como o fator de necrose tumoral, desempenhem um papel
nesta doenca (SHIMODA et al.,, 2000). A aplasia de células vermelhas provoca
anemia arregenerativa grave (hematoécrito < 15%) e ocorre em infeccdes pelo
subgrupo FeLV-C (HARTMANN, 2020). Anemia por doenca crbnica ou inflamatéria
também pode ser observada e, nesse caso, € nao regenerativa, sendo ocasionada
pela producéo excessiva de citocinas em gatos FelLV positivos em decorréncia de
inflamacéo (JACKSON et al., 1996).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos estdo descritos no artigo cientifico formatado de

acordo com as normas para envio ao peridédico Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussédo estdo descritos no artigo cientifico formatado de

acordo com as normas para envio ao peridédico Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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Investigate the occurrence of clinical disease in animals with viral and pré-viral loads for FeLV.
Describe the most commonly found hematopoietic disorders and report descriptively a series of cases of
clinical diseases. Eighteen cats with viral and pro-viral loads for FeLV were selected, measured by real
time PCR. Hematological and myelogram parameters were compared between animals with clinical
disease (n=6) and sub-clinical (n=12). A correlation was made between the viral and pro-viral load of
these animals with the cellularity of the lymphoid, granulocytic, erythroid and megakaryocytic strains.
Viral loads did not differ between groups of sick and subclinical animals and a positive correlation was
observed between serum viral RNA and the lymphoid cell line, but not in the other lines. The sick animals
differed from the subclinics, with lower concentrations of erythrocytes, hematocrit, hemoglobin and
platelets; while CMV, erythroid cells and lymphocytes were larger. In the peripheral blood smear there
was a higher frequency of erythrocytes with microcytosis and macrocytosis, Heinz corpuscles, and giant
neutrophils and platelets. In the myelogram, the general cellularity was increased in the sick animals, in
addition to mature myelocytes, lymphocytes and plasmocytes. Only the megakaryocyte count was
decreased in these animals. Hematopoietic diseases in patients with FeLV are varied, with neoplastic
alterations and myelodysplastic syndrome frequently being observed, which also alter other bone marrow
constituents.

INDEX TERMS: Bone marrow, hematology, FeLV.

RESUMO.-[ Distirbios hematopoiéticos em gatos com carga viral e proé-viral do Virus da Leucemia
Felina]. O estudo objetivou investigar a ocorréncia de doenca clinica em animais com carga viral e pro-
viral para FeLV e descrever os distirbios hematopoiéticos mais comumente encontrados e relatar
descritivamente uma série de casos de doencas clinicas. Foram selecionados 18 gatos com carga viral e
pro-viral para FelLV, mensuradas através de PCR em tempo real. Os parametros hematolégicos e de
mielograma foram comparados entre os animais com doenca clinica (n=6) e sub-clinicos (n=12). Foi
realizada correlacdo entre a carga viral e pré viral desses animais com a celularidade das linhagens
linfoide, granulocitica, eritroide e megacariocitica. As cargas virais nio diferiram entre os grupos de
animais doentes e subclinicos e foi observada uma correlacdo positiva entre o RNA viral do soro e a
celularidade da linhagem linfoide, mas nido nas outras linhagens. Os animais doentes diferiram dos
subclinicos, apresentando menores concentragdes de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas;
enquanto o VCM, células da linhagem eritroide e linfocitos estavam maiores. No esfregaco de sangue
periférico havia uma maior frequéncia de eritrocitos com microcitose e macrocitose, corpusculos de
Heinz, e neutrdfilos e plaquetas gigantes. No mielograma, a celularidade geral estava aumentada nos
animais doentes, além de mieldcitos maduros, linfécitos e plasmoécitos. Somente a contagem de
megacariocitos estava diminuida nesses animais. Os disturbios hematopoieticos em pacientes com FeLV
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sdo variados, frequentemente sdo observadas alteracées neoplasicas e sindrome mielodisplasicas que
também alteram outros constituintes da medula dssea.

TERMOS DE IN DEXACAO: Hematologia, mielograma, morfologia, SMD, leucemia.

INTRODUCAO

O virus da leucemia felina (FeLV) pertence a familia Retroviridae e ao género Gammaretrovirus,
infecta gatos domésticos e, esporadicamente, felideos selvagens (Hartmann 2012). E um dos principais
agentes infecciosos de gatos e apresenta ocorréncia mundial (Gleich & Hartmann 2009). Foi descrito pela
primeira vez em 1964, quando pesquisadores observaram as particulas virais na superficie de linfoblastos
malignos de um gato com linfoma (Jarrett et al. 1978).

A infeccdo pelo FeLV é associada a maior nimero de sindromes clinicas que qualquer outro
agente infeccioso de gatos (Jarret et al. 1964). Os sinais clinicos apresentados pelos animais infectados
pelo FeLV podem ser classificados em neoplasias, imunossupressdo, doengas hematolodgicas, doengas
imunomediadas, e outras sindromes (incluindo neuropatias, desordens reprodutivas e sindrome “fadding
kitten”), (Hartmann 2012). Ainda que a nomenclatura do virus esteja relacionada com a doenca
mieloproliferativa (leucemia), a maior parte dos gatos exibem quadro clinico por altera¢cdes decorrentes
de anemia e imunossupressao, e ndo por neoplasias (Cotter 1991). Em um estudo realizado com 104 gatos
positivos para FeLV foi observado que estes apresentaram elevado risco para o desenvolvimento de
citopenias, com nimero de hemdcias, concentracdo de hemoglobina, hemat6crito, nimero de plaquetas e
neutroéfilos diminuidos, quando comparados com os gatos negativos para os retro-viros (Gleich &
Hartmann 2009). As citopenias também estiveram presentes em outro estudo realizado com 37 gatos com
FeLV, no qual observou-se anemia discretamente regenerativa, trombocitopenia e, dentre as doencas
relacionadas, a micoplasmose hemotropica foi a mais comum (Hagiwara et al. 1997). O presente estudo
objetivou apresentar as principais altera¢cdes hematolégicas e em medula éssea de gatos doentes e
subclinicos com cargas virais e pré-virais do FeLV em sangue periférico e medula dssea.

MATERIAIS E METODOS

Animais, locais de estudo e coleta das amostras. Foi realizado um estudo retrospectivo com os
dados clinicos laboratoriais de 51 gatos atendidos no Setor de Medicina Felina (MedFel) do Hospital de
Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande Do Sul durante o periodo de 2016 a 2018,
que foram selecionados em um estudo anterior sobre analise laboratorial e molecular para o virus da
Leucemia Felina (FeLV).

Os gatos selecionados para o presente estudo tiveram a investigacao das alteracodes na citologia da
medula dssea, alteragdes hematoldgicas e status da carga viral e prd-viral na medula e no sangue
periférico. Foram selecionados dados de 18 animais positivos para p27 (SNAP Test FIV/FeLV, Idexx) e
divididos em dois grupos: (1) doentes que consistiu de 6 animais com sindrome mielodisplasica (SMD) ou
leucemia e que apresentavam carga de RNA viral e DNA pré-viral em sangue periférico e medula dssea;
(2) subclinicos que foram 12 gatos com carga de RNA viral e DNA pré-viral no sangue periférico e na
medula dssea sem sinais clinicos, sem SMD e leucemias. Foram excluidos do estudo, 33 animais que nao
possuiam carga viral e 23 pros-virais em sangue periférico, medula dssea e altera¢des laboratoriais dignas
de nota. Em todos os gatos, foi notada a auséncia de histérico vacinal contra FeLV. Os gatos do estudo
foram submetidos a exame clinico, fisico e andlises clinicas, dentre elas: teste rapido para presenca da
proteina p27 da FeLV, hemograma, bioquimica clinica, citologia de medula éssea e testes moleculares para
avaliacdo da carga viral e carga pro6-viral no sangue e na medula éssea. As andlises de sangue e medula
Ossea foram realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas Veterinarias (LACVet) da UFRGS e os testes
moleculares no Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saide da UFRGS (ICBS-
UFRGS). Os animais foram considerados jovens quando apresentavam até seis meses, jovens adultos de
seis meses até trés anos, adultos de trés anos até 12 anos e idosos quando acima de 12 anos.

Avaliacdo hematoldgica e testagem antigénica do FeLV. Os hemogramas foram analisados em
um contador hematoldégico automatizado (ProCyte DX, Laboratdrios IDEXX, EUA) seguida da contagem
diferencial de leucécitos pelo método manual e avaliacdo do esfregago sanguineo corado com panético
rapido ou wright. Todas as contagens diferenciais manuais de leucdcitos, de reticulécitos e constatacdo
das alteracdes morfologicas anormais foram executadas por um unico patologista clinico treinado e
experiente. Em algumas situacdes, foi realizada uma coloracio citoquimica, com corante Sudan Black B
para diferenciacio de células imaturas mononucleares no esfregago sanguineo.

A antigenemia foi atestada utilizando-se um ensaio imunoenzimatico rapido para o virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV) e FeLV (SNAP Combo Teste, Laboratdrios IDEXX, EUA) que identifica
simultaneamente o antigeno (proteina p27) da FeLV e anticorpos contra FIV. O remanescente das
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amostras hematolégicas foi destinado ao laboratério de virologia do ICBS para os testes moleculares.

Coleta, analise da medula 6ssea e critérios de classificacao para SMD e Leucemias. A coleta
de medula éssea foi realizada em todos os gatos sob anestesia e analgesia seguindo metodologia
anteriormente descrita (Raskin & Messick 2012). O aspirado de medula 6ssea foi imediatamente colocado
na placa de Petri para visualizacdo e selecdo das espiculas dsseas e confec¢do das laminas. O remanescente
das medulas 6sseas foi destinado aos testes moleculares. Todos os esfregacos de medula éssea foram
corados com coloracdo de Wright-Giemsa (Raskin & Messick 2012). Sucessivamente, foram analisados sob
microscopia 6ptica em objetiva de 10x para avaliacdo quanto a celularidade, sob objetiva de 100x (em 6leo
de imersdo) para a analise citolégica e as contagens diferenciais em 24 500 ou 1000 células nucleadas. A
partir desta analise foi possivel observar aspectos como a celularidade geral, porcentagem de gordura,
estoques de ferro, megacariocitos, células estromais, células hematopoiéticas e outras, relacdo mieloide:
eritroide (ME), ordem de sequéncia e maturac¢do e avaliagdo morfolégica das linhagens hematopoiéticas.
Ademais, também foram contabilizadas outras células nucleadas, tais como linfdcitos, plasmdcitos,
macroéfagos, mastocitos e células anormais. Todas as analises de medula 6ssea foram comparadas com um
hemograma recente (obtido até 24 horas antes da colheita da medula) dos pacientes. Também foram
realizadas as coloragdes citoquimicas com mieloperoxidase ou Sudan Black quando necessario para
identificacao de células de origem indeterminada.

Para a classificacdo das alteragcdes encontradas levou-se em consideragdo o consenso estabelecido
pelo grupo de estudo em leucemias de cdes e gatos (Jain et al. 1991) para classificacdo em Sindromes
Mielodisplasicas (SMD) ou leucemias dos animais relatados. Os critérios foram embasados e adaptados
para a medicina veterindria a partir do French-American-British (FAB) e World Health Organization
(WHO), organizagdes que sdo referéncias para definicdo das SMD e leucemias nos humanos, baseadas
principalmente nas altera¢cdes morfolégicas e nimero de blastos em medula 6ssea e sangue periférico
9,10. Definiu-se que >20% de blastos mieloides na medula dssea sdo sugestivos de Leucemia Mieloide
Aguda (LMA), >30% rubriblastos LMA de origem eritroide e >25% de blastos linfoides é sugestivo de
Leucemia Linfoide Aguda (LLA). Ja as SMD, também conhecidas por fase pré-leucémica, estabeleceram-se
pelo concomitante diagnéstico de citopenia periférica, medula 6ssea hiperplasica (inefetiva) e blastos
<20%.

Andlise molecular de carga viral e pré-viral. Todas as amostras destinadas para os testes
moleculares tiveram o RNA extraido das amostras de sangue periférico e medula 6ssea usando o TRIzol
(Invitrogen) seguindo as orienta¢des do fabricante. O DNA prd-viral, por sua vez, foi obtido das amostras
de medula 6ssea utilizando-se o PureLink DNA Mini Kit (Invitrogen). A quantificacdo de DNA foi obtida
com o kit de ensaio Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). O RNA e DNA obtidos foram
imediatamente armazenados a -802 C e -202C, respectivamente.

Inicialmente, para o qPCR e RT-PCR, foi alcangada uma curva padrdo mediante a construcio e
diluicdo de um vetor plasmidialll, isto é, clonagem de amplicons de FeLV e transformacdo em vetor pCR2.1
da TOPO TA Cloning Vector (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. O amplicon foi obtido
por PCR convencionall213, As cargas gendmicas de RNA viral e DNA pro-viral foram avaliadas por qPCR.
Para a obtengdo da carga viral, o RNA extraido do sangue periférico e da medula dssea foi submetido a
sintese de cDNA. As reagdes foram performadas com 10 pL de RNA, 200 pM de dNTPs, 0,2 uM de primers
randomizados, 1 U de enzima transcriptase reversa SuperScript (Invitrogen) e agua q.s.p 20 pL. Os ciclos
foram realizados em termocicladora (Eppendorf MasterCycler Personal) seguindo as orienta¢des do
fabricante.

As cargas virais genomicas foram determinadas por qPCR: 15 pL contendo 3 pL da curva padrao
ou 2 pL de cDNA, 1X Fast EvaGreen qPCR Master Mix (Biotium, EUA), 0,2 uM de cada primer (FeLV_U3-F
(2) e FeLV_U3-exo_r), 1X ROX e agua até completar o volume final. As rea¢des foram performadas em
sistema de PCR em tempo real StepOneplus (Applied Biosystems, Life Technologies) sob as seguintes
condicdes: desnaturagdo inicial a 952C por dois minutos, seguido por 45 ciclos de amplificacdo (5s a 952C
e 30s a 602C), e a analise da curva de melting estendendo-se de 602C a 95°C. Todas as reagdes foram
realizadas em triplicata e os resultados transcritos em nimero médio de cdpias/ml. As mensuragdes de
fluorescéncia foram obtidas durante a fase de alongamento e o valor limiar de threshold cycle (Ct) foi
calculado pela comparagio com a curva padrio.

A carga proé-viral de DNA extraido das amostras de medula dssea (100 ng) foi obtida por meio de
gPCR sob condi¢oes semelhantes as descritas acima.

Analise Estatistica. Dos 18 felinos com carga viral, foi realizada divisdo entre um grupo de
animais apresentando doenca clinica e outro grupo sem alteracdo clinica (considerados subclinicos). A
comparagio de variaveis hematolégicas e do mielograma foi realizada utilizando o Teste T independente
para dados paramétricos e o Teste U de Mann Whitney para dados nido paramétricos. A comparacio da
frequéncia de alteragdes morfologicas nas células do esfregaco sanguineo corado também foi comparada
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entre grupos. Ainda, foi realizada correlagdo entre a carga viral da medula 6ssea (DNA e RNA) e do sangue
(RNA) com a celularidade das linhagens granulocitica, eritroide e linfoide. A correlacdo de spearman
utilizou o software IBM SPSS Statistics (versdo 22.0). O nivel de significancia utilizado como critério de
rejeicdo da hipétese nula foi de 5% (P<0.05).

RESULTADOS

Um total de 18 gatos com carga viral foi incluido no presente estudo, onde seis apresentavam
doenga clinica, todos com antigenemia para FeLV. A populagdo era composta por 14 fémeas (77.8%) e
quatro machos (22.2%), todos sem uma raga definida (SRD), comumente animais adultos jovens (77.8%,
14/18), mas também apresentando animais jovens (11.1%, 2/18), adultos até e idosos (5.6%, 1/18 cada).

Os disturbios medulares mais frequentemente observados nos animais doentes foram a sindrome
mielodisplasica e neoplasia (3/6, cada). As cargas virais nao diferiram entre os grupos de animais doentes
e subclinicos (Figura 1) e foi observada uma correlacao positiva entre o RNA viral do soro e a celularidade
da linhagem linfoide em toda populagdo (Tabela 1).

Os animais doentes apresentaram hemogramas com valores menores de eritrdcitos, hematdcrito,
hemoglobina e plaquetas (Tabela 2); enquanto o VCM, células nucleadas da linhagem eritroide e linf6citos
apresentavam valores superiores (Figura 2). As células do esfregaco de sangue periférico de animais
doentes apresentavam com maior frequéncia eritrécitos com microcitose e macrocitose, corpisculos de
Heinz, neutrofilos e plaquetas gigantes (Tabela 3).

Na citologia da medula éssea, a celularidade geral estava aumentada nos animais doentes, além de
miel6citos maduros, linfocitos e plasmdcitos. Somente a contagem de megacariocitos estava diminuida
nesses animais (Figura 1). O diagndstico final para os animais doentes pode ser observado nos casos
descritos a seguir. Para os animais subclinicos, os diagndsticos foram hiperplasia (9/12) ou displasia
(1/12) de alguma das linhagens hematopoiéticas, ou ainda inconclusivo (2/12), quando nenhuma
alteracdo significativa foi observada. A hiperplasia frequentemente abrangia a linhagem eritroide (6/12),
seguida da granulocitica (4/12) e megacariocitica (1/12).

DESCRICAO DE CASOS

Caso 1. Macho, trés anos, histérico de debilitacdo, hiporexia, litofagia e perda de peso
progressiva. Adotado da rua e ndo vacinado, convivia com outros gatos e possuia acesso a rua. Apresentou
apatia, hipotermia (36,6 °C), escore corporal e muscular regular, fraqueza muscular, mucosas
hipocoradas, desidratacao (6%), e linfadenomegalia de popliteos e submandibulares. Anémico (PCV: 10%,
ref. 24 a 45), o paciente foi submetido a transfusdo sanguinea com sangue total. Trés dias depois, o
hemograma revelou anemia normocitica hipocrémica arregenerativa, anisocitose, microcitose, desvio a
esquerda, trombocitopenia, presenca de hemdcias fantasmas, basket-cells e linfocitos atipicos. A
celularidade do mielograma estava discretamente reduzida (50%), hipoplasia megacariocitica e eritroide,
diseritropoiese, disgranulopoiese, além de presenca de infiltrado linfocitico neoplasico com predominio
de linfécitos médios a grandes, com formato de hand-mirror, citoplasma moderadamente basofilico,
nucleos paracentrais com cromatina densa a fina e nucléolos multiplos evidentes evidenciando
ocasionalmente a presenca de anisonucleélise. A interpretacido diagndstica final foi de LLA ou Linfoma

Caso 2. Fémea, seis anos, atendida devido ao aparecimento de nédulos em face e membros com
evolucdo de dois meses. Adotada da rua, ela possuia acesso a rua e era vacinada com antirrabica. No
atendimento apresentou temperamento linfatico, inicio de hipertermia (39,52 C), escore corporal e
muscular regular, mucosas normocoradas, taquicardia (160 bpm) com sopro IV, estertores inspiratérios,
linfadenomegalia dos submandibulares e nédulos redondos e macios, medindo 1,0 -2,0 cm, dispersos em
regido subpalpebral, plano nasal, membros e digitos com citologia sugestiva de histoplasma spp. O
hemograma apresentava anemia macrocitica hipocromica, arregenerativa, trombocitopenia, neutréfilos
toxicos, neutrdfilos hipersegmentados, basket-cells e alguns linfécitos atipicos. O mielograma exibiu
elevada celularidade (95%), hiperplasia eritroide inefetiva diseritropoiese, presenca de estoque de ferro,
eritrofagia, dismegacariocitopoiese com presenca de megacariocitos andes, disgranulopoiese. Além disso,
os linfocitos eram atipicos, de tamanho médio com ntcleos irregulares e nucléolos multiplos evidentes. A
interpretacdo diagnostica final foi de SMD com predominancia eritroide e inicio de neoplasia linfoide.

Caso 3 Fémea, 11 anos, negativo para FIV e FeLV com histdrico clinico indisponivel. No
hemograma, apresentava anemia macrocitica normocromica, arregenerativa e com metarrubricitos,
hipoproteinemia, com células da linhagem mieloide gigantes e contendo vacuoliza¢des citoplasmaticas,
ocasionais linfécitos atipicos, plaquetas grandes e bizarras, esquistdcitos, acantécitos e corpusculos de
Heinz. O mielograma exibiu celularidade elevada (85%), hiperplasia eritroide inefetiva com
diseritropoiese, dismegacariocitopoiese, disgranulopoiese, relagio M:E reduzida e presenga de estoque de
ferro. A interpretacio diagnostica final foi de SMD com predominancia eritroide.
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Caso 4 Macho, dois anos, atendido com histérico de apatia por 30 dias anteriores, anemia (PCV:
9%, ref. 24 a 45) e presenca de blastos no hemograma (2,36 %). O animal apresentava febre intermitente
e tratamentos paliativos como antipiréticos e anti-inflamatoérios foram utilizados. Adotado da rua, ndo era
vacinado e possuia acesso a rua, além de conviver com outros quatro gatos, dos quais um era positivo para
FIV e FeLV. Ao exame fisico o animal estava alerta, com mucosas hipocoradas, escore corporal e muscular
regular, taquicardia (>200 bpm) e hepatomegalia em ultrassonografia. O hemograma revelou anemia
normocitica hipocrémica, arregenerativa, microcitose, trombocitopenia, leucocitose, linfocitose,
neutrdéfilos segmentados gigantes, plaquetas grandes e bizarras, células blasticas de provavel origem
mieloide, corpusculos de Heinz e plasma discretamente ictérico. O mielograma exibiu elevada celularidade
(90%), diminuicao da relacdo M:E, dismegacariocitopoiese, disgranulopoiese, diseritropoiese, além de
aumento de blastos de origem mieloide e eritroide no Sudan Black (>30%). A interpretacdo diagnostica foi
de Leucemia Mieloide Aguda subtipo Eritroleucemia (LMA-M6).

Caso 5. Fémea, quatro anos, atendida com histérico de hiporexia, apatia, vomito espumoso e urina
de coloragdo amarronzada. Adotada da rua, ndo vacinada, possuia acesso a rua e contato com outros
felinos, alguns positivos para FeLV. Ao atendimento apresentava-se assustada, escore corporal de
sobrepeso e muscular regular, mucosas hipocoradas, taquicardia (196 bpm), 33 taquipneia (44 mrpm),
além de hepatomegalia e esplenomegalia no ultrassom, com citologia caracteristica de eritropoiese
extramedular. Ao hemograma exibiu anemia macrocitica hipocromica, metarrubricitose com discreta
reticulocitose e policromasia, trombocitopenia, presenca de neutroéfilos segmentados e plaquetas gigantes,
basket-cells e plasma discretamente ictérico. O mielograma apresentou elevada celularidade (90%),
dismegacariocitopoiese, disgranulopoiese, diseritropoiese, além de discreta elevacdo na contagem de
blastos. A interpretagdo diagnostica final foi de SMD com predomindancia eritroide.

Caso 6 Fémea, seis meses, atendida com histérico de adogdo recente e dificuldade de
movimentacdo em membro pélvico esquerdo, hipodipsia, constipacdo, oligiria e vomitos espumosos. A
paciente tinha contato com mais outros dois gatos. No atendimento, estava alerta, com escore corporal e
muscular regular, taquicardia (200 bpm), paraparesia em membro pélvico, movimentacdo da cauda
ausente e dor em regido toraco-lombar. No hemograma, exibia leucocitose acentuada com predominio de
linfécitos médios e grandes atipicos. O mielograma apresentou celularidade discretamente aumentada
(85%) e dismegacariocitopoiese. No entanto, a populagdo predominante eram linfocitos atipicos de
tamanho variado com elevada relagdo nucleo:citoplasma, citoplasma acentuadamente basofilico,
raramente microvacuolizado, nucleos arredondados a irregulares, cromatina frouxa e nucléolos evidentes.
Além disso, ha presenca de eritrofagia, hemossiderose, figuras de mitoses tipicas e células do estroma. A
interpretacdo diagnéstica final foi de infiltrado linfocitico neoplasico (LLA/Linfoma).

DISCUSSAO

Todos os animais do presente estudo apresentaram elevadas cargas virais e pro-virais no sangue
periférico e na medula 6ssea. Embora os doentes tivessem sinais clinicos, altera¢des hematolégicas e na
medula 6ssea mais exacerbada, ndo foram observadas diferencas significativas das cargas virais e pro-
virais entre estes gatos e os subclinicos.

Pela caracteristica da metodologia do presente estudo, nao foi possivel predizer o momento e a
idade de infeccdo pelo FeLV em ambos os grupos. O curso clinico e manifestacdo da doenga estdo
associados a diversos fatores, principalmente aqueles préoprios do hospedeiro e as variagdes genéticas do
virus. O desafio ambiental, pressdo seletiva, exposicdo a quantidade de carga viral e, principalmente, a
idade de infeccdo destes gatos sdo determinantes para progressdo da doenca (Willett & Hosie 2013). Os
gatos que se infectam quando filhotes estdo mais propensos as SMD e leucemias, uma vez que muitos
desenvolvem marcada atrofia do timo, resultando em imunossupressdo e menor capacidade de deliberar
0 agente nas primeiras semanas de vida (Hartmann 2020). Além disso, a medida que os felinos se tornam
adultos, adquirem certa resisténcia, independente de vacinagdo ou contato prévio com o virus, que é
explicada pela diminuigdo dos receptores celulares necessarios para a entrada do FeLV-A nas células-alvo,
dificultando o estabelecimento da infeccdo (Hoover et al. 1991). Dessa forma, os adultos quando
infectados, tendem a desenvolver a fase abortiva ou regressiva, apresentam sinais clinicos mais brandos e
um periodo prolongado de aparéncia “saudavel” (Hartmann 2020). No entanto, a relacdo virus-hospedeiro
é flutuante e a cinética da infecgio pode favorecer tanto o hospedeiro quanto o virus a qualquer momento,
permitindo que a infeccdo regressiva se reative e cause a doenga clinica (Helfer-Hungerbuehler 2015).
Assim, é possivel que os gatos subclinicos estivessem no inicio da reativacio viral e apresentassem apenas
alteracdes discretas restritas a medula dssea.

Na infeccdo pelo FelLV, a imunossupressio pode ser explicada por linfopenia e neutropenia
transitérias que acontecem durante os estagios iniciais de viremia (fase primaria) e ao efeito
imunossupressivo da proteina p15E durante a infec¢do cronica (Lafrado et al. 1987). A linfopenia esta
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dentro das alteragdes mais encontradas na infec¢do pela FeLV (Linenberger & Abkowitz 1995; Hartmann
2012; Willett & Hosie 2013; Biezus et al. 2019; Da Costa et al. 2017). Em estudo prévio de infeccdo
experimental de longa duragio, foram avaliados os parametros hematolégicos, bioquimicos e os
subconjuntos de linfécitos (CD4+ e CD8+) para descricdo da fase assintomadtica e patogénese da doenca
durante 6,5 anos. Ao contrario dos estudos anteriores, os animais ndo desenvolveram leucopenias
persistentes, linfopenia ou neutropenia. No entanto, a quantidade de linf6citos CD4+ e em menor grau de
CD8+ diminuiram ao longo do tempo da infeccdo (Hofmann-Lehmann et al. 1997)- Contudo, a populagdo
linfoide parece variar na infecgdo pelo FeLV e a quantidade de linfécitos pode se manter inalterada,
permanecendo dentro dos valores normais para a espécie (Lacerda et al. 2020). Além disso, ha relato de
linfocitose em animais infectados pelo FeLV quando comparados a animais negativos e que contesta os
achados anteriores de linfopenia (Gleich & Hartmann 2009). Os valores acima da média de linfécitos
podem ser explicados pelos diferentes subtipos do virus, patogenicidade e progressdo da doenga. Além
disso, infecgdes experimentais diferem aqueles naturais (Gleich & Hartmann 2009). Semelhantemente, os
animais doentes e subclinicos compartilharam uma correlacao positiva entre a carga viral RNA no sangue
e a populacao linfoide.

A medida que as ferramentas diagndsticas foram evoluindo e as técnicas moleculares se tornaram
recorrentes, detectando o RNA viral e o DNA proé-viral, a progressdo da doenga pode ser dividida em
quatro categorias: progressiva (antigenemia p27, cargas virais e sinais clinicos presentes), regressiva
(auséncia/transitoriedade de cargas virais e antigenemia, presenca de carga pré-viral), abortiva
(antigenemia e cargas virais e provirais ausentes, presenca de anticorpos) e focal/atipica (antigenemia e
cargas virais e provirais intermitentes, resultados discordantes) (Cattori 2008; Hartmann 2012; Hartmann
& Hofmann 2020). Nas infec¢des progressivas é comum o desenvolvimento de anemias (arregenerativas,
aplasicas e menos comumente, regenerativas), neutropenias (persistentes, transitorias ou ciclicas),
trombocitopenias e pancitopenias (Hartmann 2011). Os gatos doentes deste estudo frequentemente
apresentaram valores menores de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina e auséncia ou discreta
reticulocitose, caracterizando um dos quadros de anemia comumente causado pelo virus da FeLV
(Abkowitz et al. 1987; Gleich & Hartmann, 2009). O VCM frequentemente se apresentou maior nos
animais sintomdticos sem reticulocitose. Os gatos progressivos FeLV costumam apresentar maiores
valores de VCM em virtude das hemdacias macrociticas, decorrentes da mutacio nas células progenitoras
da medula dssea que, por sua vez, esta associada a divisdo celular incompleta (Shimoda et al. 2000; Sellon
& Hartmann 2006) que caracteriza a eritropoiese inefetiva observada na medula 6ssea da maioria dos
animais doentes. Dentre os mecanismos de desenvolvimento de anemias na FeLV, ha também a ocorréncia
de anemias hemoliticas imunomediadas (AHIM) e inflamagao cronica (Mackey et al. 1975). A microcitose
observada (2/6) e plasma ictérico (1/6) nos doentes poderiam ser explicadas por possivel AHIM
desenvolvida. No entanto, em consenso recente, o FeLV foi considerado como baixo risco para
desenvolvimento de AHIM, sugerindo que haja envolvimento de outros agentes concomitantes, como
micoplasmas hemotrépicos (Garden et al. 2019). Os corpusculos de Heinz (2/6) ja foram descritos
anteriormente em gatos com SMD, embora o mecanismo de formagdo nio tenha sido ainda elucidado
(Shimoda et al. 2019). Os corpusculos de Heinz sdo agregados de hemoglobina oxidada e precipitada na
superficie da membrana do eritrécito, sendo frequentemente visualizadas em gatos expostos a estresse
oxidativo, toxinas, dietas com derivados de cebola e anestésicos (propofol). Animais com diabetes,
hipertireoidismo e linfoma também estdo mais predispostos a formacdo dos corpusculos (Dondi et al.
2019).

A leucopenia, sendo esta por neutropenia ou linfopenia, ndo foi observada no presente estudo. Os
animais infectados progressivamente pela FeLV geralmente desenvolvem neutropenias, que podem ser
ciclicas, transitérias ou permanentes (Hartmann, 2011; Da Costa et al. 2017). Dessa forma, é possivel que
estivessem em periodo transitério, visto que alteragdes displasicas granulociticas foram observadas em
cinco animais doentes, como neutrofilos segmentados e bastonetes gigantes, vacuolizacdo citoplasmatica,
hipersegmentacdo e basket-cells. Em alguns casos, a hipoplasia mieloide atinge todos os estagios
granulociticos, sugerindo que haja infecgio citopatica nos precursores dos neutroéfilos (Hartmann, 2011).

Outra condicdo frequentemente encontrada nos animais doentes foi trombocitopenia (5/6) e
plaquetas gigantes (2/6). Apenas um gato exibiu agregacio plaquetaria, inviabilizando a contagem total de
plaquetas. As contagens plaquetarias diminuidas sdo efeitos de uma meia vida mais curta, menor
producio, e acdes imunossupressivas do virus na medula dssea, além de infiltragdes leucémicas. As
plaquetas abrigam as proteinas virais do FeLV e os megacariécitos sdo células-alvo durante a infec¢do
progressiva (Gleich & Hartmann, 2009; Hisasue et al. 2009; Hartmann, 2011). Os linfécitos atipicos foram
significantemente diferentes entre os grupos doentes e subclinicos. Ainda que, pelo menos 3/6 doentes
tivessem infiltrados linfociticos neoplasicos na medula 6ssea e sangue periférico, o caso do animal do caso
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seis, especificamente, tinha exacerbada leucocitose por linfécitos atipicos (>420 x 103/uL), de forma que
esse valor numérico tdo elevado pode ter influenciado esta diferenga estatistica.

Animais jovens que nao conseguem impedir a segunda viremia causada pela FeLV, estio mais
predispostos ao desenvolvimento de SMD e leucemias (Hartmann & Hofmann 2020). Isso acontece devido
a capacidade do virus se tornar parte do genoma do hospedeiro e a inser¢ao do gene préximo ao -myc, que
resulta na ativagdo e expressao desse oncogene, levando a proliferacdo incontrolada de células mutantes
(Fujino et al. 2008). O virus também possui capacidade para incorporar, rearranjar os oncogenes e formar
um virus recombinante, por exemplo, o FeLV-B (Powers et al. 2018). Este dltimo, por sua vez, esta ligado a
formagdo de linfomas e leucemias (Jarrett et al. 1978). As SMD sdo caracterizadas por citopenias
periféricas e alteracdes displasicas na medula éssea, sendo considerado um estagio pré-leucémico das
LMA (Hisasue et al. 2009). Dentre os gatos doentes, todos desenvolveram SMD com predominancia
eritroide (3/6) ou leucemias (3/6). Um estudo hematolégico desenvolvido em 13 gatos com SMD,
encontrou (9/13) sendo de predominancia eritroide com excesso de blastos e alteragdes displasicas como
diseritropoiese, dismegariocitopoise e disgranulopoiese (Shimoda et al. 2019) segundo a classificacdo da
FAB (Bennett et al. 1976) e SMD-Er (3/13) de acordo com a classificagdo proposta pelo grupo de estudo
de leucemias em caes e gatos (Jain 1993). Outro estudo de 16 gatos com SMD, exibiu o diagnéstico de SMD
com excesso de blastos em 5/16 e 8/16 deles se encaixavam em SMD com anemia refrataria e todos
apresentaram alteracdes displasicas em medula O6ssea como plaquetas e neutrdfilos gigantes,
micromegacaridcitos ou macrocitose com auséncia de estoque de ferro (Hisasue et al. 2001). Alguns
animais apresentaram ainda aumento nas células estromais, que poderia caracterizar mielofibrose,
ocasionalmente encontrada em gatos com SMD relacionadas ao FeLV (Blue 1988). Frequentemente, a
maioria dos gatos doentes apresentou duas ou mais alteragdes displasicas em medula 6ssea como
diseritropoiese, disgranulopoiese e dismegacariocitopoiese.

Os sinais clinicos dos doentes foram variados incluindo perda de progressivo progressiva, apatia,
hiporexia, febre, linfadenomegalia, paraparesia de membros pélvicos e incontinéncia urinaria. Os mais
frequentes citados pela literatura incluem anorexia, apatia e linfadenomegalia (Hartmann 2011; Hartmann
2012; Biezus et al. 2019; Cristo 2019). Um doente apresentou nodulagdes sugestivas de Histoplasma spp.,
doencga fungica oportunista, corroborando o efeito imunossupressivo do FeLV (Cavalcante et al. 2018).
Com relagdo a idade dos 18 animais incluidos no estudo, o predominio foi de animais adultos jovens
(14/18), com a faixa etdria variando entre meio ano até trés anos de idade. Os animais infectados por
FeLV possuem menor expectativa de vida em decorréncia dos distirbios hematopoiéticos, linfomas e
sindromes desenvolvidas pela infeccdo (Hartmann & Hofmann 2020). Em estudos anteriores, a média de
idade variou entre 2,3 anos (Da Costa et al. 2017), 3,2 anos (Biezus et al. 2019) e entre 1 e 5 anos (De
Almeida 2012). O sexo predominante foi de fémeas (14/18) do total e (4/6) nos doentes. Embora nao haja
predisposicdo por sexo, o resultado da quantificacdo das cargas pro6-virais de enFeLV e FeLV ex6geno
demonstrou que hid uma correlacdo inversa entre estes, os quais animais com maior carga de enFeLV
apresentam mais defesas as formas exdégenas, dessa forma estariam menos propensos ao
desenvolvimento de infeccdo progressiva. Curiosamente, as fémeas demonstraram menor carga pro-viral
de enFeLV e consequentemente estavam mais susceptiveis as infeccdes mais graves (Fujino et al. 2008).

As limitacdes do estudo envolvem a auséncia de investigacoes que pudessem determinar outras
doencas correlacionadas que interferissem nos principais parametros hematoldgicos significantes, a
exemplo das infec¢des por micoplasmas hemotrépicos, que sdo frequentemente associados as infeccdes
por FeLV (Bergmann et al. 2016) e a falta de técnicas moleculares e imunocitoquimicas que viabilizassem
a imunofenotipagem especifica das células (Araghi et al. 2014).

CONCLUSAO

A FelLV ainda é uma doenca com alta mortalidade e associada a diversos disturbios
mieloproliferativos (Little et al. 2020). No estado do Rio Grande do Sul, apesar da existéncia da vacina
contra a FeL\V, a baixa aderéncia dos tutores a imunizacdo dos gatos permite que a prevaléncia da doenca
permaneca elevada (Meinerz et al. 2010) e continue causando altera¢des hematologicas como anemias
arregenerativas, diseritropoieses, disgranulopoieses, linfomas, SMD e leucemias dos mais variados tipos
como observadas no presente estudo. Em muitos dos casos apresentados, os gatos, apesar de reagentes a
antigenemia p27, eram aparentemente saudaveis por nido apresentarem quaisquer sinais clinicos. No
entanto, exibiram alteracdes displasicas em medula 6ssea e podem ser candidatos futuros as leucemias e
SMD. O diagnoéstico precoce e completo das leucemias e SMD nos gatos e cdes ainda é dificil (Breuer et a,,
1999). A imunofenotipagem por citometria de fluxo é uma ferramenta diagnéstica menos invasiva, mais
rapida, precoce e comumente utilizada para caracterizacdo completa das SMD e leucemias humanas
(Gorczyca et al. 2011). No entanto, seu custo é elevado e, na maioria das vezes, é restrita as pesquisas
académicas. Aliado a isto, ha escassos estudos destinados a pesquisa de marcadores espécie-especificos,
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sobretudo relacionados a espécie felina para a imunofenotipagem por citometria de fluxo (Araghi et al.
2014). Portanto, com a auséncia de tecnologias modernas e acessiveis a populagdo, torna-se fundamental
o conhecimento detalhado destes distirbios em gatos doentes para identificacdo, intervencdo e
tratamento mais precoces.
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Figura 1: Carga viral e pré-viral de FeLV e parametros numéricos obtidos no mielograma

comparados de acordo com a presenca de doenca clinica.
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Figura 1: Parametros numéricos obtidos no hemograma comparados de acordo com a presenca de
doenca clinica.
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Lista de Tabelas

Tabela 1:Correlacio de Spearman entre carga viral e a celularidade da linhagem eritroide,
granulocitica e linfoide.

Carga Viral Eritroide Granulocitica Linfoide Megacariocitica
P-valor p P-valor p P-valor p P-valor p

DNA MO 0.922 -0.025 -0.873 0.040 0.911 -0.028 0.303 0.257

RNA MO 0.304 -0.257 0.918 -0.026 0.770 0.074 0.644 0.117

RNA soro 0.219 -0.305 0.211 -0.310 0.019 0.545 0.927 0.023

MO, medula 0ssea.
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Tabela 2: Variaveis dos hemogramas dos seis gatos doentes apresentando SMD e Leucemias em
decorréncia da infecc¢io pelo FeLV.

Parametros Ref. 1 2 3 4 5 6
He 5-10,5 1,9 3,39 1,07 1,96 1,89 6,73
(x106/ uL)
Hb 8-15 3 5,8 2,2 3,2 3,6 9,8
(g/dL)
HT 24 - 45 10 20 7 11 12 29
(%)
VCM 39-55 52,6 58,9 65,42 56,1 63,5 43,1
(fL)
CHCM 31-35 30 29 31,4 29,1 30 33,8
(g/dL)
Ret 0-0,4 (basal) 0,11 1,1 1,7 0,12 1,99 0
(%) 0,5-2,0 (leve)
Céls. Lin. Eritr. (/100 leu.) 0-5 0 2 61 2 22 1
LT 5,0-19,5 15,7 15,5 10,1 26,2 7,2 437
(x103/ uL)
Bast. 0-300 314 0 101 0 0 4370
(/uL)
Neutr. 2500 - 12500 8007 11005 7979 6288 3816 4370
(/uL)
Linf. 1500 - 7000 6437 4030 1313 15982 3096 423890
(/uL)
Mon. 0-850 785 155 404 1310 216 0
(/uL)
Eosi. 100 - 1500 157 310 0 262 72 4370
(/uL)
Plg 300 -800 88000 197000 * 82000 75000 45000
(/pL)

Ref. (referéncia), He (eritrdcitos), Hb (hemoglobina), HT (hematécrito), VCM (volume corpuscular médio),
CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média), Ret (reticuldcitos), Céls. Lin. Eritr (células
linhagem eritroide), LT (leucdcitos totais), Bast (bastonetes), Neutr. (neutroéfilos), Linf. (linfécitos), Mon
(mondcitos), Eosi (eosinofilos), Plq (plaquetas), * Plaquetas agregadas.



Tabela 3. Frequéncia das alteracdes morfologicas de acordo com a presenca de doenca clinica
ocasionada pelo FeLV.
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Grupos
Variavel Doentes Subclinicos
Contagem Contagem
(esperada) (esperada)
Basket cells Auséncia 12 (2.3) 62 (4.7)
Presenca 52(3.7) 62(7.3)
S. Gumprecht Auséncia 52(5.7) 12a(11.3)
Presenca 12(0.3) 02 (0.7)
Anisocitose Presenca 62(6) 122 (12)
Microcitose Auséncia 42 (5.3) 12b (10.7)
Presenca 22(0.7) 0b(1.3)
Macrocitose Auséncia 22 (4.7) 12b (9.3)
Presenca 42 (1.3) 0b(2.7)
Linfdcitos atipicos Auséncia 22 (4.7) 12b(9.3)
Presenca 42(1.3) 00 (2.7)
RBC fantasma Auséncia 52 (5.7) 122 (11.3)
Presenca 12 (0.3) 02 (0.7)
Aglutinagdo RBC Auséncia 62(6) 122(12)
Eritrofagia Auséncia 62(6) 12a(12)
Populacio dupla de RBC Auséncia 52(5.7) 12a(11.3)
Presenca 12(0.3) 02(0.7)
C. Heinz Auséncia 4a(5) 11a(10)
1+ 2a(0.7) 0b(1.3)
2+ 02(0.3) 12(0.7)
Linfécitos reativos Auséncia 52(5.3) 112(10.7)
Presenca 12(0.7) 1a(1.3)
Neutroéfilos hipersegmentados Auséncia 52(5.7) 122 (11.3)
Presenca 12 (0.3) 02(0.7)
Neutroéfilos toxicos Auséncia 42(4.7) 102(9.3)
1+ 1a(1) 22(2)
2+ 12(0.3) 02(0.7)
Neutrofilos gigantes Auséncia 42(5.3) 12b(10.7)
Presenca 22(0.7) 0v(1.3)
Plaquetas gigantes Auséncia 4a(5.3) 12b(10.7)
Presenca 22(0.7) 0v(1.3)
Acantdcitos Auséncia 52(5.7) 12a(11.3)
Presenca 12(1.3) 02(0.3)
Esquistdcitos Auséncia 52(5.7) 12a(11.3)
Presenca 12(0.3) 02(0.7)

Letras superescritas diferentes identificam subgrupos que a proporcao variou entre as colunas.
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6 CONCLUSAO

A FelLV ainda € uma doenca com alta mortalidade e associada a diversos
distdrbios mieloproliferativos. No estado do Rio Grande do Sul, apesar da existéncia
da vacina contra a FelLV, a baixa aderéncia dos tutores a imunizacao dos gatos
permite que a prevaléncia da doenca permaneca elevada e continue causando
alteracbes hematolégicas como anemias arregenerativas, diseritropoieses,
disgranulopoieses, linfomas, SMD e leucemias dos mais variados tipos como
observadas no presente estudo. Em muitos dos casos apresentados, 0s gatos,
apesar de reagentes a antigenemia p27, eram aparentemente saudaveis por nao
apresentarem quaisquer sinais clinicos. No entanto, exibiram alteracdes displasicas
em medula Ossea e podem ser candidatos futuros as leucemias e SMD. O
diagnostico precoce e completo das leucemias e SMD nos gatos e caes ainda é
dificil. A imunofenotipagem por citometria de fluxo € uma ferramenta diagnostica
menos invasiva, mais rapida, precoce e comumente utilizada para caracterizacao
completa das SMD e leucemias humanas. No entanto, seu custo é elevado e, na
maioria das vezes, € restrita as pesquisas académicas. Aliado a isto, ha escassos
estudos destinados a pesquisa de marcadores espécie-especificos, sobretudo
relacionados a espécie felina para a imunofenotipagem por citometria de fluxo.
Portanto, com a auséncia de tecnologias modernas e acessiveis a populacéo, torna-
se fundamental o conhecimento detalhado destes distarbios em gatos doentes para

identificacdo, intervencao e tratamento mais precoces.
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