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RESUMO

A medula 6ssea € o0 6rgdo no qual ocorre a hematopoese. As linhagens das células
hematopoiéticas — mieloide (eritroide, granulocitica, megacariocitica) e linfoide —
sd0 compostas por uma sucessdo de células até chegarem ao estagio maduro.
AlteracGes neoplasicas podem acometer tais células e, quando essa doenca tem
origem na medula éssea, da-se o nome de leucemia. Esses distirbios podem ser
divididos em relacdo a linhagem (linfoide ou mieloide), ao grau de maturacdo da
célula (aguda ou cronica) e a presenca ou ndo de células neoplésicas na circulacdo
(leucemia aleucémica, subleucémica ou leucémica). Os distdrbios mieloides
incluem leucemia mieloide aguda (com subdivisdes), sindromes mielodisplasicas e
neoplasias mieloproliferativas; os linfoides, leucemia linfoblastica aguda e
leucemia linfocitica crénica. As leucemias possuem importancia na Medicina
Felina, uma vez que os principais retrovirus que acometem esses animais, 0 Virus
da Leucemia Felina e o Virus da Imunodeficiéncia Felina, tém capacidade
oncogénica, direta ou indiretamente, e estdo associados a muitos dos casos de
leucemias relatados na espécie. O diagndstico da leucemia em felinos se baseia em
alteracbes do hemograma e principalmente na analise da medula dssea, tanto por
meio de Citopatologia e Histopatologia quanto pelo uso de técnicas especiais, como
citometria de fluxo, imuno-histoquimica e PARR. Esse Trabalho de Concluséo de
Curso discute os mecanismos da hematopoese, as classificagdes das leucemias, uma
visdo geral da doenca em felinos domesticos e as técnicas existentes para o seu

diagnostico na espécie.

Palavras-chave: medula éssea, hematopoese, leucemia, retroviroses felinas,
diagnostico
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ABSTRACT

The hematopoiesis occurs in bone marrow. Hematopoietic cell lineages —
myeloid (erythroid, granulocytic, megakaryocytic) and lymphoid — are composed
of a succession of cells until the mature stage. Neoplastic alterations can affect these
cells and, when this disease arises from bone marrow, it is called leukemia. These
disorders can be divided according to lineage (lymphoid or myeloid), cell
maturation (acute or chronic), and the presence or absence of neoplastic cells
circulation (aleukemic, subleukemic, or leukemic leukemia). Myeloid disorders
include acute myeloid leukemia (with subdivisions), myelodysplastic syndromes,
and myeloproliferative neoplasms, while lymphoid disorders include acute
lymphoblastic leukemia and chronic lymphocytic leukemia. Leukemias are
important in Feline Medicine, since the main retroviruses that affect these animals,
the Feline Leukemia Virus and the Feline Immunodeficiency Virus, have
direct/indirect oncogenic capacity and are associated with many of the cases of
leukemias reported in that species. The diagnosis of feline leukemia is based on
alterations in the blood count and mainly on the analysis of the bone marrow, by
cytopathology and histopathology and by special techniques, such as flow
cytometry, immunohistochemistry and PARR. This study discusses the
mechanisms of hematopoiesis, the classifications of leukemias, an overview of the
disease in domestic felines and the possible techniques for its diagnosis in the

species.

Key words: bone marrow, hematopoiesis, leukemia, feline retroviruses, diagnosis
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1. INTRODUCAO

A medula 6ssea esta contida no interior dos 0ssos e € um dos maiores tecidos
no corpo dos animais. Nela, ocorre a hematopoese, que corresponde a produgéo de
células sanguineas: hemacias, leucdcitos e plaguetas (DAY & KOHN, 2012;
SANTOS, ALESSI, 2016). Na vida intrauterina, esse processo ocorre inicialmente
no saco vitelinico e posteriormente no figado e baco. Na fase adulta dos mamiferos,
a hematopoese se da exclusivamente na medula éssea (excetuando-se as situagdes
de hematopoese extramedular) (SANTOS & ALESSI, 2016).

A medula 6ssea pode ser avaliada tanto por exames citopatolégicos quanto
histopatol6gicos. Reconhecer a morfologia das células hematopoiéticas é essencial
para se realizar a contagem diferencial, bem como usar técnicas complementares,
como aquelas que utilizam anticorpos, para caracterizar as células mais imaturas
(STOCKHAM, SCOTT, 2008; JUBB et al., 2016).

O gato é uma espécie domestica que comumente apresenta disturbios
hematoldgicos, sejam eles inflamatorios, infecciosos, autoimunes, oriundos de
intoxicaces e neoplasicos (BYERS, 2017). Nesse contexto, as leucemias merecem
destaque. Elas se caracterizam por proliferacdes neoplésicas, originadas na medula
Ossea, dos precursores hematopoiéticos. As leucemias mieloides estéo relacionadas
as séries granulocitica, eritroide e megacariocitica, e as leucemias linfoides, aos
linfocitos. As retroviroses felinas estdo relacionadas ao desenvolvimento de tais
neoplasias (DAY & KOHN, 2012; JUBB et al., 2016).

Esse Trabalho de Concluséo de Curso discute a anélise da medula 6ssea no
contexto das leucemias em felinos domésticos. Primeiramente, serdo apresentadas
a estrutura da medula déssea e a forma com que se da a hematopoese. Em seguida, é
abordada a classificacdo das leucemias na Medicina Veterinaria. Por fim, foca-se
na doencga em gatos, destacando-se o papel dos virus FeLV e FIV na sua etiologia,

e na conducdo do diagndstico dessa neoplasia.



2. DESENVOLVIMENTO

2.1. AMEDULA OSSEA: UMA VISAO ESTRUTURAL

A medula 6ssea pode ser dividida em medula 6ssea vermelha, constituida
pelas células hematopoiéticas e predominante na fase jovem, e medula dssea
amarela, com adipdcitos e que substitui a medula vermelha ao longo da vida dos
animais. Quando adultos, a hematopoese fica restrita @ medula dos 0ssos axiais e a
porcdo proximal dos 0ssos longos (SANTOS & ALESSI, 2016; ZACHARY, 2017).

A medula 6ssea também é composta por trabéculas Osseas, células
reticulares, células endoteliais, células nervosas e matriz extracelular. Esses
componentes formam um microambiente, envolvendo, nutrindo e sustentando o
tecido hematopoiético (WEISS & WARDROP, 2010).

O fornecimento sanguineo chega por artérias nos canais nutrientes e por uma
rede vascular que penetra o cortex 6sseo. Essas duas fontes convergem e formam
uma rede de sinusoides. No espaco extravascular entre tais sinusoides ocorre a
hematopoese. Nao ha drenagem linfatica e a inervagdo se d& por fibras nervosas ndo
mielinizadas e mielinizadas. A drenagem venosa ocorre a partir de veias paralelas
as artérias nutrientes (WEISS & WARDROP, 2010; ZACHARY, 2017).

2.2. AS CELULAS HEMATOPOIETICAS

Ha dois termos importantes, mieloide e linfoide, a serem definidos. Ainda
que “mieloide” possa se referir a qualquer célula da medula dssea, a defini¢cdo mais
usual é a referéncia para qualquer célula hematopoiética ndo linfoide — ou seja,
células da linhagem granuolicica, eritroide e megacariocitica. A linhagem linfoide,
por sua vez, refere-se a linfocitos e plasmécitos (SANTOS & ALESSI, 2016).

Dentre as células imaturas, sdo reconhecidas células-tronco, células
progenitoras e células precursoras. As células-tronco séo células pluripotentes com
capacidade de autorrenovacao que formam os progenitores mieloides e linfoides.
Os progenitores originam as unidades formadoras de coldnia que, posteriormente,
diferenciam-se nos precursores de cada linhagem. Por conta dessa forma de divisédo

hierarquizada, as células mais indiferenciadas estdo em menor numero em relagéo
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as diferenciadas (WEISS & WARDROP, 2010; STOCKHAM & SCOTT, 2008;
ZACHARY, 2017; JUBB et al., 2016).

Sequencialmente, na linhagem eritroide, reconhecem-se rubriblastos, pro-
rubricitos, rubricito basofilico, rubricito policromatofilico, rubricito normocrémico
e metarrubricito. A partir desse Gltimo estagio, formam-se reticuldcitos e eritrocitos
maduros. Ao longo desse processo de diferenciacdo, as células diminuem de
tamanho e, conforme vao acumulando hemoglobina e perdendo organelas, perdem
a basofilia citoplasmatica e se tornam progressivamente eosinofilicos. Os eritrocitos
maduros séo anucleados (WEISS & WARDROP, 2010; STOCKHAM & SCOTT,
2008; ZACHARY, 2017).

A linhagem dos granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos e basoéfilos) inclui
mieloblastos, pré-mieldcitos, mieldcitos, metamieldcitos, bastonetes e as células
maduras segmentadas. Progressivamente, na diferenciacdo de tais células, ocorre
segmentacdo e condensacdo do nucleo. A distingdo morfoldgica entre precursores
de cada granulécito pode ser feita a partir do estagio de mieldcito, momento no qual
a célula adquire seus granulos (e pode ser denominada miel6cito neutrofilico,
eosinofilico ou basofilico). O nucleo passa a se tornar edentado a partir dos
metamieldcitos, processo que progride até a segmentacdo nuclear tipica das células
maduras. Os neutrofilos sdo predominantes (STOCKHAM & SCOTT, 2008; JUBB
etal., 2016; ZACHARY, 2017).

A linhagem megacariocitica da origem as plaquetas. As primeiras células
sd0 0s megacarioblastos, que sofrem endomitose (sucessivas mitoses sem
citocinese). Por conta disso, conforme as divisfes celulares ocorrem, formam-se
células maiores e poliploides. Os promegacariocitos possuem de 2 a 4 nucleos e 0s
megacariécitos tém tamanho e nimero de nucleos varidveis. Essas ultimas células
sdo grandes e com citoplasma extenso, que se fragmenta para formar plaquetas
(elementos anucleados) (STOCKHAM & SCOTT, 2008; JUBB et al., 2016).

Os mondcitos derivam de precursores em comum aos granulécitos. Trés
estagios sdo reconhecidos na linhagem: monoblastos, promondcitos e monacitos.

Tais células sdo encontradas em baixa quantidade na medula déssea de animais
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saudaveis. Nos tecidos, os mondcitos se diferenciam em macréfagos (STOCKHAM
& SCOTT, 2008; ZACHARY, 2017).

O progenitor linfoide comum d& origem aos progenitores de linfocitos B
(maturam na medula éssea) e linfocitos T/NK (maturam no timo). Os linfoblastos
sdo células maiores do que os linfécitos maduros e com um ou mais nucléolos
evidentes. Essas células, junto com plasmaocitos e mastocitos, sao encontradas em
baixo numero na medula (STOCKHAM & SCOTT, 2008; JUBB et al., 2016).

2.3. LEUCEMIAS NA MEDICINA VETERINARIA

Leucemia, seja mieloide ou linfoide, refere-se a uma proliferacdo maligna
das células hematopoiéticas que se origina na medula éssea (DAY & KOHN, 2012).
Ha leucemias agudas, nas quais ha blastos na medula 6ssea e baixo tempo de
sobrevida dos pacientes, e cronicas, que se caracterizam pelo predominio de células
maduras e maior sobrevida. Ha leucemias aleucémicas (auséncia de células
neoplasicas circulantes) leucemias subleucémicas (poucas células neoplasicas
circulantes) e leucemias leucémicas (alto numero de células neoplasicas
circulantes) (THRALL et al., 2015).

Os disturbios mieloides dividem-se em leucemias mieloides agudas,
sindromes mielodisplasicas e disturbios mieloproliferativos. O primeiro critério
para defini-los foi construido pelo Animal Leukemia Study Group (JAIN et al,
1991), que estabeleceu como ponto de corte para a classificagdo de leucemia
mieloide aguda (LMA) a presenga de no minimo 30% de blastos entre as células
nucleadas na medula (excluindo-se plasmdcitos, linfocitos, macréfagos e
mastocitos). Tal ponto de corte foi revisado e atualizado para 20% (MCMANUS,
2005). As categorias existentes e consecutivas caracteristicas celulares, de acordo
com Jain et al (1991) e McManus (2005), para as leucemias agudas sao:

e Leucemia indiferenciada (MO): cerca de 100% de blastos, com células
totalmente indiferenciadas;
e Leucemia mieloblastica (M1): 90% de mieloblastos, com predominancia

de mieloblastos tipo I, e menos de 10 % de granulécitos diferenciados;
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e Leucemia mieloblastica com maturacéo (M2): 20% a menos de 90% de
mieloblastos, com varidvel quantidade de mieloblastos tipo 11, além de mais
de 10% de granuldcitos diferenciados;

e Leucemia mieloblastica com maturacdo e granulacdo atipica de
promieldcitos (M3): presenca de promielécitos (ndo reportado em animais
domeésticos);

e Leucemia mielomonocitica (M4): mais de 20% de mieloblastos +
monoblastos entre as células nucleadas e mais de 20% de mondcitos +
granulécitos entre células ndo eritroides;

e Leucemia monocitica (M5): mais de 80% de monoblastos +
promonacitos entre células ndo eritroides (M5a) ou mais de 20% e menos
de 80% (M5b), além menos de 20% de granuldcitos;

e Eritroleucemia (M6): mais de 50% de células eritroides entre as células
nucleadas; mais de 20% de mieloblastos + monoblastos entre células ndo
eritroides; eritroleucemia com predominancia eritroide quando mais de 20%
de blastos (incluindo rubriblastos) entre células nucleadas;

e Leucemia megacarioblastica (M7): mais de 20% de megacarioblastos
entre células nucleadas / células ndo eritroides
Sindromes mielodisplasicas (SMD) envolvem casos em que a quantidade de

blastos é inferior a 20%, ha evidéncias de dishematopoiese (como dismielopoiese,
diseritropoiese e dismegacariopoiese) e ha citopenias. Essas sindromes podem ser
categorizadas em 3 tipos: SMD com excesso de blastos (quantidade de blastos
maior que 5%), com citopenia refrataria (quantidade de blastos menor que 5%) e
SMD-Er (com razdo mieloide:eritroide menor que 1) (THRALL et al., 2015).
Neoplasias mieloproliferativas (antigas leucemias mieloides cronicas) sao
raras nos animais domesticos e se caracterizam pela proliferacdo de células maduras
e ligeira a ausente citopenia. Dentro desse grupo, encontram-se a policitemia vera,
leucemia neutrofilicas cronicas, leucemia mieldgena cronica, trombocitopenia
essencial, leucemia monocitica cronica, mastocitose, leucemia eosinofilica cronica,

neoplasia mieloproliferativa ndo classificavel. Existe a possibilidade de a crise



13

blastica ocorrer, na qual aparecem blastos e a doenca progride de forma mais rapida
e desfavoravel (THRALL et al., 2015; JUBB et al., 2016).

As leucemias linfoides, mais comuns que as mieloides, incluem as
leucemias linfoblasticas agudas (LLA) e as leucemias linfociticas crénicas (LLC).
A diferenciacdo de leucemia e linfoma reside na localizagdo anatomica (linfomas
formam massas sélidas); mas essa distin¢cdo pode néo ser possivel, por exemplo, na
fase do linfoma multicéntrico (THRALL et al., 2015; JUBB et al., 2016).

2.4. LEUCEMIAS EM FELINOS DOMESTICOS

Na Medicina Felina, sdo também mais comuns as leucemias linfoides
(DALECK & DE NARDI, 2016; WITHROW et al., 2013). Segundo Cristo et al.
(2019), as leucemias agudas sdo mais comuns (73%) do que as cronicas (27%).

Os retrovirus mais comuns da espécie, o Virus da Imunodeficiéncia Felina
(FIV) e o Virus da Leucemia Felina (FeLV), sdo apontados como agentes
etioldgicos. (DAY & KOHN, 2012) A neoplasia mais comum relacionada a esses
virus é o linfoma, seguido por leucemias (HARTMANN, 2012). Ainda que,
globalmente, considere-se que esses virus ja tenham uma prevaléncia reduzida
(WITHROW et al., 2013), no Brasil eles ainda sdo importantes, com destaque para
0 FeLV. Estudos desenvolvidos em diferentes regides do pais apontam uma
prevaléncia que varia de 4,5% a 33,7% para o0 FeLV e 2,2% a 12,5% para o FIV
(POFFO et al., 2017; ALMEIDA et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2007; BIEZUS et
al., 2019).

Gatos infectados com o virus FeLV tém 62 vezes mais chance de
desenvolver linfomas e leucemias em comparacao a gatos saudaveis. A oncogénese
esta relacionada a inser¢do do genoma na célula infectada proximo a oncogenes,
ativando-os, assim como a caracteristicas das LTR (repeti¢cdes terminais longas) de
determinadas variantes virais, que ativa vias relacionadas ao desenvolvimento de
canceres (HARTMANN, 2012; HISASUE et al., 2009). Hisasue et al. (2000)
identificaram hematopoese clonal em 4/4 casos de AML e 6/9 de sindrome

mielodisplasica em gatos FeLV positivos. A infeccdo pelo virus também é
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comprovada em 60 a 80% dos animais com leucemia linfoblastica aguda (DALECK
& DE NARDI, 2016). Na realidade, gatos infectados com o FeLV tém mais risco
de desenvolver diversas alteraces hematologicas, como anemia, neutropenia,
trombocitopenia e linfocitose (GLEICH & HARTMANN, 2009).

Gatos infectados pelo virus FIV tém 5 vezes mais chances de desenvolverem
neoplasias em comparagdo a gatos saudaveis. Geralmente isso se da indiretamente,
a partir da diminuicao da resposta imune celular (HARTMANN, 2012).

Em um estudo de avaliagéo citologica da medula dssea de 152 gatos com
alteraces hematoldgicas, 17 casos neoplasicos foram reportados; desses, além de
8 linfomas e 2 mielomas multiplos, 5 eram casos de LMA, 1 de LLA e 1 de LLC
(TURINELLI & GAVAZZA, 2018). Em outro estudo com 602 casos de disturbios
linfoproliferativos, 1,7% corresponderam a LLC e 3,7% a LLA (VALLI et al.,
2000). Um estudo determinou a distribuicédo de frequéncia entre 181 casos suspeitos
de distarbios mieloproliferativos: 30,9% de leucemia M1+M2, 17,1% de
eritroleucemia e menos de 5% para leucemias indiferenciadas, leucemias
monobléasticas e leucemia mielomonocitica, além de 21,5% casos de sindromes
mielodisplasicas (JAIN, 1993). A tabela 1 mostra a quantidade de casos descritos

entre 2000 e 2023 publicados no site Pubmed de leucemias em felinos domésticos.

Tabela 1 Casos de leucemia em gatos entre 2000 e 2023

Tipos de Leucemia Numero de Infec¢do por  Infeccdo por FeLV
casos FIV
Leucemia mieloide aguda 10 0 6
Leucemia mieloide crénica 1 0 0
Leucemia linfocitica crénica 2 0 1
Sindrome mielodisplésica 1 0 0

Fonte: COMAZZI et al., 2000 ; MASHITA et al., 2005 ; PRIHIRUNKIT et al., 2008 ; SHIRANI et
al., 2011 ; GILROY et al., 2011; FISCHER et al., 2012; MOCHIZUKI et al., 2014; TAGAWA et
al., 2020; CHOI et al., 2020; SHIMODA et al., 2021; Suzuki et al, 2021.; PARK et al., 2022 ;
HISASUE et al., 2022
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E frequente a invasdo por células neoplésicas de outros 6rgdos além da
medula 6ssea nas leucemias dos felinos domésticos. Os sinais clinicos ndo séo
especificos, incluindo perda de peso, hipertermia, palidez, fraqueza e anorexia.
Pode haver também hepatomegalia e linfadenopatia. As leucemias agudas tém
prognosticos sombrios, com tentativas de tratamento quase sempre malsucedidas e
comumente o animal vem a 6bito ou é submetido a eutanasia ap6s o diagndéstico. O
tratamento de leucemias cronicas mieloides é controverso, pois 0 animal pode nao
apresentar uma crise blastica durante muito tempo ap6s o diagnostico (DALECK
& DE NARDI, 2016; WITHROW et al., 2013).

2.5. DIAGNOSTICOS DE LEUCEMIAS

O diagndstico de leucemia deve abranger a analise do sangue periférico e
da medula dssea, a partir da utilizacdo de diferentes técnicas, sendo dificil
diferenciar leucemias e outros tumores hematopoéticos cujas células infiltraram a
medula ¢ssea. (ZACHARY, 2017; DAY & KOHN, 2012)

Exames hematoldgicos de rotina podem revelar citopenias (anemias néao
regenerativas, neutropenias e trombocitopenias), provocadas pela substituicdo do
tecido hematopoiético normal pelas células neoplasicas (mieloftise). Sinais clinicos
e distarbios inespecificos presentes nos quadros leucémicos, como mucosas palidas,
hemorragias e infeccdes secundarias, sdo reflexos dessas citopenias. (ZACHARY,
2017; DAY & KOHN, 2012, WITHROW et al., 2013)

Ao mesmo tempo, é possivel observar o aumento de uma linhagem celular.
O animal pode apresentar leucocitoses com concentracdes de leucécitos na faixa de
70000 células por pL. Células atipicas e imaturas podem estar presentes na
circulacdo nas leucemias agudas e nem sempre é possivel diferenciar a origem com
base na morfologia. Nas leucemias cronicas, as células possuem caracteristicas
morfoldgicas normais. Nesses casos, deve-se excluir outras causas de proliferacdo
de células diferenciadas, como processos reativos (ZACHARY, 2017).

O exame da medula 6ssea é essencial. No caso de leucemias néo leucémicas,

por exemplo, células neoplasicas podem ser poucas ou estarem ausentes na corrente



16

sanguinea. Em gatos, as amostras de medula dssea sdo comumente obtidas do
tubérculo maior do Umero, na crista iliaca e na fossa trocantérica do fémur. Pode-
se realizar tanto a aspiracdo, para a realizacdo de exames citologicos, quanto coletas
de bidpsias para exames histopatoldgicos (BYERS, 2017).

A andlise citopatoldgica permite melhor anélise das caracteristicas celulares
morfoldgicas e assim a identificacio os estagios de maturacéo. E feita a contagem
diferencial de 500 células nucleadas para se obter a proporcéo de blastos e de células
diferenciadas. O exame citopatologico também permite o célculo da razédo
mieloide:eritroide (que, em gatos, deve estar em torno de 1,63). A medula 6ssea de
animais saudaveis deve conter um predominio de células diferenciadas e, nas
leucemias, esse fato se altera por conta da proliferacdo das células neoplasicas
(STOCKHAM, SCOTT, 2008; JUBB et al., 2016).

O exame citopatoldgico, no entanto, ndo permite a avaliagdo da estrutura da
medula 6ssea. Isso é possivel com a histopatologia, que permite a visualizacdo da
celularidade da medula 6ssea, da invasividade e de fendmenos como mielofibrose
e mieloftise (STOCKHAM, SCOTT, 2008).

A diferenciacdo de células imaturas, no entanto, pode ndo ser possivel com
esses exames. Nesse caso, técnicas como citometria de fluxo, imuno-histoquimica
e PARR (PCR para rearranjos de receptores de antigenos), sdo Uteis para a
caracterizacdo das células. Diferentes anticorpos foram testados por ARAGHI et
al., 2014, em citometrias de fluxo com amostras de gatos com diferentes neoplasias
hematopoéticas. Entre alguns dos anticorpos que serviram como marcadores de
células progenitoras, estdo CD45, CD33, CD235a e CD18. O anticorpo CD34,
nesse estudo em especifico, ndo foi eficaz para demonstrar as células de leucemias
agudas, ainda que ele o seja em grande parte da literatura existente (JUBB et al.,
2016). A técnica PARR, por sua vez, permite estabelecer se hd ou ndo uma
multiplicacdo clonal de células da linhagem linfoide (DAY & KOHN, 2012) e ja

foi usada em casos de leucemia felina (CHOI et al., 2020).
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3. CONCLUSAO

Esse Trabalho de Conclusdo de Curso trouxe uma discusséo acerca do
exame de medula 6ssea no contexto das Leucemias Felinas. Para tal tarefa, é
essencial conhecer como acontece a hematopoese e as caracteristicas morfologicas
das linhagens celulares. A Leucemia Felina deve ser encarada como uma doenca
importante no Brasil, haja vista a prevaléncia das retroviroses que acometem essa
espécie. Os prognoésticos das leucemias agudas sdo muito desfavordveis. A
categorizacao desses disturbios é complexa e é valida a expanséo de estudos sobre
0 assunto. A continuidade do desenvolvimento e de pesquisa de técnicas especiais
é muito importante, ja que a diferenciagdo morfoldgica ndo é simples dependendo
do grau de indiferenciacdo das células.
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