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RESUMO

A anemia ¢ diagnosticada frequentemente na rotina laboratorial veterinéria e a
manifestagdo varia com a gravidade dos sinais clinicos, sendo originada por diversas
doengas. O ferro é essencial para o funcionamento do organismo, participa da
eritropoiese. O hemograma ¢ utilizado no diagndstico, mas os parametros do ferro
também sdo importantes na avaliacdo das anemias, entretanto, ndo ¢ uma realidade na
rotina laboratorial veterinaria. Os kits ndao sdo especificos para as diferentes espécies e 0s
valores de referéncia sdo escassos. Os valores de referéncia do metabolismo do ferro, para
gatos saudéaveis e anémicos, sao limitados. Os objetivos do presente estudo foram
estabelecer os valores de referéncia para os parametros do ferro em gatos saudaveis e
avaliar o metabolismo do ferro em gatos com anemia por doenga inflamatoria;
adicionalmente, foram avaliados os neutrofilos toxicos em gatos e a correlagdo com as
doengas sistémicas. O presente trabalho foi dividido em trés capitulos: o primeiro capitulo
¢ “Revisdo sobre o metabolismo do ferro em mamiferos”. O segundo capitulo ¢ a andlise
dos parametros do ferro em gatos saudaveis e anémicos por doenca inflamatéria, com o
objetivo de verificar o comportamento do ferro nesses pacientes e seu auxilio na rotina
médica veterinaria, sendo intitulado: “Anemias por doencas inflamatdrias em gatos e o
metabolismo do ferro”. O terceiro capitulo aborda as alteragdes morfologicas
citoplasmaticas e nucleares em neutrofilos de gatos com doengas inflamatorias
sistémicas, com o objetivo de correlacionar o grau e a quantidade de neutréfilos toxicos
e o diagndstico clinico dos pacientes e ¢ intitulado “Neutrofilos toxicos em gatos com
doengas sistémicas e seu progndstico”.

Palavras-chave: gatos anémicos, ferro, ferritina, transferrina.



ABSTRACT

Anemia is frequently diagnosed in the veterinary laboratory routine and its manifestation
varies with the severity of clinical signs, originating from several diseases. Iron is
essential for the body's functioning; it participates in erythropoiesis. The measurement of
iron and complete blood count is important in the assessment of anemia. The evaluation
ofiron, ferritin and transferrin parameters in the veterinary routine is not a reality because
commercial kits are not specific for different species. Reference values are scarce for
healthy and anemic cats. The objectives of this study were to establish reference ranges
for iron parameters in healthy cats and to evaluate iron metabolism in cats with anemia
due to inflammatory disease; additionally, toxic neutrophils in cats and their correlation
with systemic diseases were evaluated. This work was developed and divided into three
chapters. The first chapter is a literature review, entitled: “Review on iron metabolism in
mammals”. The second chapter deals with the analysis of iron parameters in healthy and
anemic cats due to inflammatory disease, to verify the behavior of iron in these patients
and how it helps in the veterinary medical routine, entitled: “Anemias due to
inflammatory diseases in cats and metabolism of iron”. The third chapter addresses the
cytoplasmic and nuclear morphological changes in neutrophils from cats with systemic
inflammatory diseases, with the objective of correlating the degree and number of toxic
neutrophils and the clinical diagnosis of patients and is entitled "Toxic neutrophils in cats
with systemic and your prognosis”.

Keywords: anemic cats, iron, ferritin, transferrin.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ferro ¢ um elemento essencial para todas as células do organismo e tem fungoes
importantes no metabolismo celular. Estas func¢des sdo o transporte de oxigénio e
eritropoiese, no metabolismo energético, na sintese do DNA e nas respostas imunes. Nos
mamiferos 75% do ferro encontram-se nas cé¢lulas eritroides, na molécula da
hemoglobina, por isso alteragdes na concentragdao deste mineral podem ocasionar
alteragdes hematoldgicas importantes (BOHN, 2013).

A anemia devido a doenca inflamatdria é secundaria a inflamacdo. E considerada
moderada, normocitica € normocrémica e ndo regenerativa. Normalmente estd associada
a varios distarbios cronicos, incluindo doengas infecciosas, inflamatorias,
imunomediadas e neoplasicas. Este tipo de anemia também tem sido chamado de anemia
de doenga cronica (CHIKAZAWA & DUNNING, 2016).

As causas de anemias em gatos sdo variadas, como as causadas pelo virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemia felina (FeLV), por hemoparasitas,
doenca renal cronica, doenga intestinal inflamatoria, peritonite infecciosa felina (PIF),
pancreatite, entre outras (CHIKAZAWA & DUNNING, 2016).

Os trés principais mecanismos patologicos envolvidos na anemia por doenga
inflamatoria sdo: diminuicdo da sobrevida das hemaécias, falha da medula 6ssea em
aumentar a producao das hemécias para compensar o aumento de sua demanda e distirbio
da mobilizagdo do ferro de deposito do sistema mononuclear fagocitario (CANCADO &
CHIATTONE, 2002; GRIMES & FRY,2015).

Doengas envolvendo alteragdes na concentragcdo sérica do ferro podem estar
associadas ao excesso ou diminui¢ao da sua biodisponibilidade no organismo, causando
alteragdes no conteudo corporal total do ferro. A falta de ferro disponivel, mesmo com
reservas corporais adequadas, esta associada a processos inflamatérios. Esse mecanismo
funciona como “protetor” diminuindo nutrientes essenciais para agentes infecciosos,
resultando em mé absor¢cdo de ferro sérico e sequestro do ferro, armazenado nos
macréfagos, como consequéncia a baixas concentragdes de ferro circulantes, gerando a
deficiéncia funcional do ferro que contribui para o desenvolvimento de anemia (BOHN,
2013).

A inflamagao sist€émica também altera os leucocitos, podendo ocasionar o
aumento da demanda de neutrdfilos e alteragdes tdxicas, gerando uma maturacio e
liberagdo rapida na circulagdo. A consequéncia desta resposta ¢ a persisténcia de

caracteristicas imaturas no citoplasma de neutréfilos como: basofilia, corpusculo de
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Dohle, granulagdo toxica, vacuolizagdo, e alteragdes morfologicas como: neutrdfilos
gigantes (SCHNELLE & BARGER, 2012).

A quantidade e o tipo de toxicidade dos neutrofilos parecem estar associados com
a severidade da doencga e dos sinais clinicos em cdes e gatos, ou seja, quantidade leve a
moderada de neutréfilos toxicos sugere prognostico melhor (AROCH et al., 2005).

Estudos sobre o metabolismo do ferro sdo limitados na literatura veterinaria;
faltam informacgdes sobre os parametros do ferro em gatos saudaveis € com anemia; iSso
ocorre pela indisponibilidade de reagentes especificos veterindrios para analise desses
parametros.

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o comportamento do metabolismo
do ferro nos gatos com anemia por inflamag¢do devido a diferentes causas, como doenca
renal cronica, neoplasias, doengas infecciosas e hormonais e estabelecer valores de
referéncia dos parametros do ferro em gatos saudaveis.

O presente trabalho foi desenvolvido e dividido em trés capitulos. O primeiro
capitulo ¢ intitulado: “Revisdo sobre o metabolismo do ferro em mamiferos”. O segundo
capitulo, com o titulo “Anemias por doengas inflamatorias em gatos € o metabolismo do
ferro” compreende a analise dos parametros do ferro em gatos sauddveis e em gatos com
anemia por doencga inflamatdria. O terceiro capitulo “Neutréfilos toxicos em gatos com
doengas sistémicas e seu prognostico”, descreve as alteragdes em neutrofilos de gatos
com doengas inflamatdrias sistémicas, e correlaciona o grau e a quantidade de neutrofilos

toxicos com o diagndstico clinico.

1.1 HIPOTESES
Hé melhora da anemia e das alteragdes hematoldgicas na resolugdo da inflamacao.

O conhecimento sobre a cinética do ferro auxilia na avaliagdo e monitoramento de gatos

com anemia por doenga inflamatoria.

O aumento do niimero de neutréfilos toxicos em gatos indica pior progndstico.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar as alteragdes hematologicas e a cinética do ferro em pacientes com anemia por

doenga inflamatoria.
1.2.2 Objetivos Especificos

1 - Estabelecer a cinética do ferro em gatos com anemia de diferentes etiologias € em

gatos saudaveis.

2 - Avaliar a resposta da medula 6ssea em gatos com anemia por doenga inflamatdria, por

contagem de reticuldcitos.

3 - Estabelecer as alteracdes no eritrograma, leucograma e bioquimica sérica de gatos

com doengas inflamatorias.

4 - Correlacionar o grau e a quantidade de neutréfilos toxicos com o diagndstico clinico

dos pacientes e progndstico.

5 - Estabelecer os tipos de alteracdes toxicas presentes nos neutrdfilos nas doencas

inflamatorias.
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2 CAPITULO 1: TOPICOS SOBRE O METABOLISMO DO FERRO EM
MAMIFEROS.

RESUMO

O ferro ¢ um elemento mineral essencial para as células do organismo com
importantes fungdes no metabolismo dos mamiferos como no transporte de
oxigénio, metabolismo energético, sintese de DNA e na eritropoiese. O
fornecimento do ferro ¢ determinado a partir de trés fontes: absor¢do intestinal,
reciclagem das hemadcias senescentes e do ferro armazenado no figado. No
organismo pode ser dividido em trés grupos: transporte, funcional e
armazenamento. A fragcdo do ferro transportada ¢ ligada a proteina plasmatica
transferrina, o estoque corpdreo total de ferro ¢é refletido pela ferritina. A
sobrecarga de ferro € toxica para as células causando lesdo oxidativa no DNA,
resultando em lesdes e morte celular. Alguns disttrbios relacionados a regulagao
do ferro podem gerar alteracdes clinicas importantes, sendo a anemia a principal
manifestagdo. Neste capitulo foi realizada uma revisdo sobre o metabolismo do
ferro em mamiferos, abordando os topicos sobre sua formacdo e regulagdo
corporal, cinética (transporte, funcional e armazenamento), sobrecarga e avaliagdo
do metabolismo (ferro sérico, ferritina, transferrina e capacidade de ligagao do

ferro).

Palavras-chave: anemia, eritropoiese, ferritina e transferrina.
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ABSTRACT

Iron is an essential mineral for the body's cells with important functions in mammalian
metabolisms, such as oxygen transport, energy metabolism, DNA synthesis and
erythropoiesis. Iron supply is obtained from three sources: intestinal absorption, recycling
of senescent erythrocytes, and iron stored in the liver. In the organism, iron can be divided
into three groups: transport, functional and storage. The fraction of transported iron is
bound to the plasma protein transferrin and the total body iron store is reflected by ferritin.
Iron overload is toxic to cells, causing oxidative damage to DNA and resulting in cell
injury and death. Some disorders related to iron regulation may lead to variety of clinical
changes, anemia being the most important. In this chapter, a review of iron metabolism
in mammals was carried out. Topics on body formation and regulation, iron kinetics
(transport, functional and storage), overload and assessment of ferric metabolism (serum

iron, ferritin, transferrin and binding capacity) were discussed.

Keywords: anemia, erythropoiesis, ferritin, transferrin.
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2.1 INTRODUCAO

O ferro ¢ um elemento essencial usado por todas as células do organismo,
possuindo importantes fungdes no metabolismo dos mamiferos; estas fungdes estdo
envolvidas no transporte de oxigénio e eritropoiese, metabolismo energético, sintese do
DNA; e respostas imunes. As cé€lulas do organismo necessitam de uma quantidade
suficiente de ferro para satisfazer suas necessidades e sua regulacdo € estritamente
controlada (BOHN, 2013). O fornecimento de ferro as células do organismo provém de
trés principais fontes: absor¢ao intestinal, reciclagem das hemacias senescentes e do ferro
armazenado no figado (OLVER et al., 2010).

A regulacao do ferro corporal pela dieta ocorre através da absorcao pelos
enterdcitos na por¢ao proximal no duodeno, controlada pelo hormoénio regulador de ferro
hepcidina (BOHN,2013). O ferro ¢ estabilizado sob a forma férrica pela acidez do
conteudo gastrico e a acdo do Citocromo B duodenal apical reduz o ferro férrico (Fe3+)
em ferro ferroso (Fe2+) (OLVER et al., 2010, PANTOPOULOS, 2012).

Os mamiferos ndo possuem uma via fisiologica para excrecdo de ferro, a
homeostase do ferro corporeo € regulada pelo nivel de absor¢ao (PAPANIKOLAOU &
PANTOPOULOS, 2004). A sobrecarga de ferro ¢ toxica para as células causando lesdo
oxidativa no DNA, por meio da reacdo de Fenton, produzindo radicais hidroxilas,
resultando em lesdes e morte celular (PANTOPOULOS, 2012). Distarbios
correlacionados a ingestao, perda ou regulacdo do ferro podem gerar alteragdes clinicas,
algumas graves ou até mesmo fatais, sendo a anemia a manifestagdo mais importante
(GROTTO, 2008; MCCOWN e SPECHT, 2011). Determinadas doengas alteram o
metabolismo do ferro no organismo, como por exemplo a doenga inflamatoéria, neoplasia,
infeccdes entre outras (CHIKAZAWA et al., 2013).

A fracdo do ferro transportada se liga a proteina plasmatica transferrina e
corresponde a 1% do ferro total, a maior parte total de ferro corporeo ¢ encontrada no
grupo heme, como hemoglobina dentro das hemadcias, mioglobina dos musculos e em
quantidades menores em enzimas e corresponde a fracdo funcional do ferro e uma
quantidade significativa de ferro corpdéreo também poder armazenada dentro de
hepatocitos e macrofagos do sistema de fagocitario mononuclear na forma de ferritina e

hemossiderina (HARVEY, 2008; MCCOWN e SPECHT, 2011; BOHN,2013).
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2.1.1 Ferroportina

A ferroportina exporta o ferro celular, localizando-se principalmente na superficie
de diversas células como enterdcitos intestinais, macrofagos, hepatdcitos e células da
placenta (GROTTO,2008; CHIKAZAWA & DUNNING, 2016). O ferro externalizado
pela ferroportina esta na forma ferrosa (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS, 2004).

2.1.2 Hepcidina

A hepcidina ¢ um peptideo produzido no figado que circula pelo plasma e regula
a concentracdo do ferro extracelular (absor¢dao do ferro da dieta, na reciclagem das
hemaécias, e no movimento de ferro armazenado dos hepatdcitos (NEMETH et al., 2004).
Em processos inflamatorios a produgdo da citocina inflamatoria interleucina-6 (IL-6),
induz o aumento da producao de hepcidina, que resulta na internalizacdo e degradagdo da
ferroportina em macréfagos, enterdcitos duodenais e hepatocitos, retendo o ferro nas
células tornando-o indisponivel no plasma (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS,
2004; GANZ & NEMETH,2006).

2.1.3 Concentragao sérica do ferro

A avaliacdo do metabolismo do ferro ¢ realizada pela andlise bioquimica
quantitativa do soro, mensurando-se o ferro transportado e estocado no organismo. O
método utilizado para a determinacdo da concentragdo sérica do ferro € o colorimétrico,
as amostras devem ser cuidadosamente manipuladas para evitar a contaminagdo pelo
ferro presente no ambiente e deve-se evitar amostras com moderada a acentuada
hemolise, pela presenca da hemoglobina que interfere no teste colorimétrico. (WEISS,
2010; ANDREWS, 2010). A concentracdo sérica do ferro ndo ¢ um reflexo preciso dos
estoques de ferro corporal, ou seja, pode-se ter uma diminuicdo do ferro sérico em
doengas inflamatorias, nas deficiéncias por ferro e na aceleragao da eritropoiese (WEISS,
2010; BOHN, 2013). O aumento sérico do ferro pode ser observado nas anemias

hemoliticas, diseritropoiese, anemia hipopldsica, anemia apléstica ¢ na sobrecarga de

ferro (ANDREWS, 2010).
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2.1.4 Ferritina sérica

A ferritina ¢ uma proteina produzida pelo figado. Em humanos, reflete o estoque
corporeo total de ferro (ALENCAR et al., 2002). A apoferrina € uma fragdo protéica, que
ligada ao complexo forma a apoferrina-ferro constituindo a ferritina que ¢ forma soluvel
de armazenamento do ferro. A hemossiderina corresponde a forma degradada da ferritina,
permitindo a formacao de agregados de ferro (GROTTO,2008).

A ferritina ¢ considerada uma proteina de fase aguda positiva, portanto, sua
concentragdo sérica aumenta nos processos inflamatérios. Concentracdo de ferritina
sérica abaixo do intervalo de referéncia indica deficiéncia de ferro; nas concentragdes
séricas acima do intervalo de referéncia pode estar associado a sobrecarga de ferro ou
inflamacdo (BOHN, 2013). Para a determina¢do da ferritina sérica em humanos podem
ser utilizadas algumas técnicas com reagcdes por anticorpos, incluindo,
imunoturbidimetria, radioimunoensaio, ELISA e quimioluminescéncia. (PIRES et al.,

2011).

2.1.5 Transferrina sérica

No plasma o ferro ¢ liberado principalmente a partir dos enterdcitos ou
macrofagos reticuloendoteliais, sendo capturado e transportado até os tecidos através da
transferrina (WANG & PANTOPOULOS, 2011). O ferro liga-se ao receptor especifico
da transferrina 1(TfR1) (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS, 2004). A transferrina
¢ uma proteina de fase aguda negativa, ou seja, diminui com processos inflamatérios. Nas
concentragdes séricas acima do intervalo de referéncia pode estar associada a deficiéncia

de ferro ou doenga hepatica cronica. (BOHN, 2013).

2.1.6 — Capacidade de Ligagao do Ferro

A capacidade de ligacao de ferro (UIBC) em combinagdo com o ferro sérico €
uma ferramenta de diagnostico eficaz para deteccao das varias doengas envolvendo ferro.
A soma do UIBC e do ferro sérico fornecem o valor da capacidade de fixa¢ao do ferro
total (TIBC). TIBC representa a concentragdo maxima de ferro que as proteinas séricas

sdo capazes de ligar (ANDREWS, 2010).
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A seguir estd ilustrada a regulacdo sistémica do ferro no organismo (Figura 1).

Figura 1: Esquema sobre a regulacéo sistémica do ferro no organismo.
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Fonte: PANTOPOULOS, 2012.

Na literatura veterindria brasileira hd poucos estudos relacionados aos parametros
do ferro, com foco principal em caes, j& em gatos o tema citado ¢ ainda mais escasso. Os
objetivos do presente estudo foram revisar a cinética do ferro em mamiferos; estabelecer
valores de referéncia para os parametros do ferro em gatos saudaveis; avaliar os
parametros do ferro (ferritina, transferrina, ferro sérico e capacidade de ligacao do ferro)

em gatos anémicos.
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3 CAPITULO 2: ANEMIAS POR DOENCAS INFLAMATORIAS EM GATOS E
O METABOLISMO DO FERRO

RESUMO:

A anemia secundaria a inflamacdo ¢ considerada moderada, normocitica e
normocromica e ndo regenerativa. Normalmente estd associada a vdarios distirbios
cronicos, incluindo doengas infecciosas, inflamatérias, imunomediadas e neoplasicas. Os
objetivos do estudo foram determinar os valores de referéncia para ferro sérico, ferritina,
transferrina e capacidade de ligagdo do ferro em gatos saudaveis; avaliar o metabolismo
do ferro em gatos com anemia por doencas inflamatorias, como na doenga renal cronica,
insuficiéncia renal aguda, neoplasias, doengas infecciosas ¢ hormonais. Os gatos foram
classificados em grupos: G1 = controle, gatos clinicamente saudaveis (60) e G2 = gatos
anémicos (48). No G2 os gatos foram separados em subgrupos: doencas infecciosa,
metabolica, traumatica/anatdomica, neoplasica e neoplasica associada a doenca infecciosa.
Foram realizadas andlises hematologicas e exames bioquimicos para estabelecer os
valores de referéncia do metabolismo do ferro em gatos saudaveis e avaliar o seu
comportamento em gatos anémicos. A metodologia realizada para estabelecer e avaliar o
metabolismo do ferro em ambos os grupos foi o colorimétrico € imunoensaio
turbidimétrico com reagentes da linha humana. No GI1 os resultados obtidos para os
intervalos de referéncia foram: ferro = 61,8 a217,8 ng/dL, ferritina= 17,7 a 109,4 ng/mL,
transferrina = 77,9 a 368,2 mg/dL e capacidade de ligacao do ferro =174,8 a 423,9 mg/dL.
No grupo (G2) verificou-se variagdo nos valores do ferro sérico, sendo elevados de 218,6
a 366,8 pg/dL nas doengas infecciosas. Na transferrina sérica observou-se valores
elevados de 376,3 a 614,6 mg/dL nas doengas infecciosas, metabdlicas e
traumaticas/anatomicas. Na ferritina verificou-se o aumento sérico 153,5 ng/mL em um
paciente com doenca renal cronica. As principais causas da anemia nos gatos foram as
doengas infecciosas, seguida pelas doengas metabolicas. Os resultados obtidos na
avaliacdo do metabolismo do ferro nos pacientes anémicos evidenciam a necessidade da

avaliagdo desses parametros no auxilio para o tratamento e suplementacdo com o mineral.

Palavras-chave: capacidade de ligagdo do ferro, ferritina, gatos, transferrina.
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ABSTRACT

Anemia of inflammation is considered moderate, normocytic and normochromic and non-
regenerative. It is usually associated with a variety of chronic disorders, including
infectious, inflammatory, immune-mediated, and neoplastic diseases. This study aimed
to determine reference parameters for serum iron, ferritin, transferrin, iron-binding
capacity in healthy cats; evaluate iron metabolism in cats with anemia caused by
inflammatory diseases, such as chronic kidney disease, acute kidney failure, neoplasms,
infectious and hormonal diseases. Cats were divided into groups: G1= healthy (60) and
G2= anemic (48). In G2, cats were separated into groups: infectious, metabolic,
traumatic/anatomical, neoplastic, and neoplastic associated with infectious disease.
Hematological analyzes and biochemical tests were performed to determine reference
values for iron metabolism in healthy cats and to evaluate their behavior in anemic cats.
The methodology used to determine and evaluate iron metabolism in both groups was the
colorimetric and turbidimetric immunoassay with human line reagents. n G1, the results
obtained for the reference intervals were: iron = 61.8 to 217.8 ng/dL, ferritin = 17.7 to
109.4 ng/mL, transferrin = 77.9 to 368.2 mg/dL and iron binding capacity = 174.8 to
423.9 mg/dL. In the group (G2) there was variation in serum iron values, which ranged
from 218.6 to 366.8 pg/dL in infectious diseases. In serum transferrin, high values from
376.3 to 614.6 mg/dL were observed in infectious, metabolic and traumatic/anatomical
diseases. In ferritin, there was a serum increase of 153.5 ng/mL in a patient with chronic
kidney disease. The main causes of anemia in cats were infectious diseases, followed by
metabolic diseases. The results obtained in the evaluation of iron metabolism in anemic
patients show the necessity of evaluating these parameters to assist in the treatment and
supplementation of the mineral.

Keywords: iron binding capacity, ferritin, cats, transferrin.
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3.1 INTRODUCAO

As anemias sdo comuns na rotina veterinaria. Em gatos as causas de anemia
podem ser hemorragicas, por hemolise ou diminuicdo da produgdo de hemacias
(KORMAN et al., 2013). O ferro ¢ um elemento essencial utilizado por todas as células
do organismo, com importantes fun¢des no metabolismo dos mamiferos, entre elas o
transporte de oxigénio, eritropoiese, metabolismo energético, sintese do DNA, e resposta
imune (GROTTO, 2008; BOHN, 2013).

A anemia secundaria a inflamacao em gatos normalmente esta associada a varios
distarbios cronicos, incluindo doengas infecciosas, inflamatérias, imunomediadas e
neoplasicas. Este tipo de anemia ¢ também denominado de anemia de doenga cronica
(CHIKAZAWA & DUNNING, 2016). Essa anemia envolve a hepcidina produzida
principalmente no figado e seu receptor ferroportina. A hepcidina ¢ uma proteina de fase
aguda do tipo II, e aumenta devido a resposta inflamatéria e agdo das citocinas
principalmente a interleucina (IL-6) (GRIMES & FRY,2015).

Os principais mecanismos patologicos envolvidos na anemia por doenga
inflamatoria em gatos sdo: diminui¢do da sobrevida das hemadcias, falha da medula 6ssea
em aumentar a produ¢do das hemadcias para compensar o aumento de sua demanda e
distarbio da mobilizagdo do ferro de depodsito do sistema mononuclear fagocitario
(GRIMES & FRY, 2015).

A inflamagdo altera o metabolismo do ferro e diminui sua concentracao
plasmatica (hipoferremia); em processos inflamatdrios graves ou cronicos e desenvolve
uma anemia normocitica normocrémica (GANZ & NEMETH, 2006).

Em humanos os estudos sobre o metabolismo do ferro sdo mais abrangentes. A
falta de ferro disponivel, mesmo com reservas corporais adequadas, estd associada a
processos inflamatdrios. Esse mecanismo funciona como “protetor”, diminuindo
nutrientes essenciais para agentes infecciosos, resultando em ma absorcao de ferro sérico
e sequestro do ferro armazenado nos macrofagos, baixas concentragdes de ferro
circulantes, gerando a deficiéncia funcional do ferro que contribui para o
desenvolvimento de anemia. (BOHN,2013).

A transferrina ¢ uma proteina de fase aguda negativa, que diminui com processos
inflamatorios. A ferritina ¢ considerada uma proteina de fase aguda positiva, portanto,
sua concentracdo sérica aumenta com processos inflamatérios, ambas sdo sintetizadas

pelo figado (BOHN, 2013). Os valores dos parametros do ferro para gatos encontrados
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na literatura citada por KANEKO et al (1997) foram: ferro sérico (68,0 a 215,0 ug/dL),
ferritina: (32 a 123 ng/mL), transferrina: (169 a 325 mg/mL). A metodologia utilizada
para a analise do ferro e transferrina foi colorimétrica. Os kits comerciais de ferritina nao
estdo disponiveis para animais. A avaliacdo da ferritina sérica pode ser realizada pelo
Laboratério de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Kansas e a
metodologia ¢ espécie - especifica.

As informacdes sdao limitadas na literatura veterindria sobre dados que
correlacionam e identificam o comportamento do metabolismo do ferro em gatos
saudaveis e em gatos anémicos com doencas inflamatdrias, associando a resposta
medular, avaliagdo eritrocitaria e leucocitaria. Desta forma, os objetivos do presente
estudo foram: (1) determinar os parametros de referéncia para ferro sérico, ferritina,
transferrina, capacidade de ligagdo do ferro em gatos saudéveis; (2) avaliar o metabolismo
do ferro em gatos com anemia por doenga inflamatoria em diferentes enfermidades,
incluindo doenga renal cronica, falha renal aguda, neoplasias, doencas infecciosas e

doengas hormonais.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR), de
acordo com o protocolo numero o 037/2019 (ANEXO).

3.2.2 Selecao de animais

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria
da Universidade Federal do Parana (UFPR), com gatos atendidos na rotina clinico-
cirargica e de especialidades do Hospital Veterinario (HV) da UFPR, na Clinica Mania
de Gato, especialista no atendimento de felinos, em uma organizagao ndo governamental
(Beco da Esperanga).

Foram selecionados para o estudo 108 gatos de ambos os sexos, com diferentes
ragas e faixas etarias (de 9 meses a 13 anos). Os gatos foram subdivididos em dois grupos:
(G1) controle, com 60 gatos clinicamente saudaveis nos exames clinicos e laboratoriais
(hemograma e perfil bioquimico). Grupo (G2): 48 gatos anémicos, clinicamente doentes,

machos e fémeas, com ragas diferentes e faixa etdria entre 7 meses e 18 anos.
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Os critérios de inclusdo dos animais do grupo G1 consistiu em exames clinicos
(escore corporal, frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura corpérea € anamnese),
laboratoriais (hemograma, bioquimica hepatica e renal) com resultados normais e testes
rapidos de ELISA para detec¢do dos Virus da Leucemia Felina (FeLV) e Virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV) ndo reagentes. No hemograma, foi considerado normal
valores do hematocrito: > 27% e hemoglobina > 8,0 g/dl. Os critérios de exclusao foram
gatos em tratamento medicamentoso ou suplementado com ferro, gestacao.

Para os critérios de inclusdo no grupo G2 foram realizados 0os mesmos exames
descritos para o grupo de gatos saudéaveis, além de outros exames complementares, de
acordo com a suspeita clinica, como ultrassonografia, radiografia, exames citoldgicos,
histologicos e contagem de reticulocitos. No hemograma, foram considerados anémicos
gatos com hematocrito < 24% ou hemoglobina < 8,0 g/dl. Os critérios de exclusao foram

gatos em tratamento com suplementagdo de ferro e gestacao.

3.2.3 Coleta de dados

Foram analisadas as fichas clinicas dos pacientes para obten¢dao de dados sobre:
raca, sexo, idade, castragdo, acesso a rua, contactantes, vacinagdo, vermifugo, exames
realizados, diagnéstico e evolugdo do paciente. A evolucao foi realizada com o
acompanhamento dos pacientes em que houve retorno ao hospital veterinario e alta

clinica.

3.2.4 Amostras

As amostras foram coletadas de pacientes apds a contengao fisica, por venopungao
jugular, cefélica ou femoral e acondicionadas em tubos com anticoagulante (EDTA) para
a realizacdo do hemograma e sem anticoagulante para separagdo e obtencdo do soro e
realizacdo das analises bioquimicas. O sangue total foi mantido refrigerado e a analise
ocorreu dentro de 12 horas. O esfregaco sanguineo foi confeccionado dentro de 2 horas
apos a coleta e a coloracdo realizada foi MGG. Os tubos sem anticoagulantes foram
centrifugados por 5 minutos a 5.000 rpm, os soros foram separados em microtubos e
congelados a -20°C para realizagdo dos parametros do ferro e avaliagao hepatica e renal.
Os parametros do ferro ndo foram realizados em 14 amostras devido ao volume

insuficiente de amostra ou presenc¢a de lipemia/ hemdlise.
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3.2.5 Analises Laboratoriais

3.2.5.1 Hemograma

Os parametros hematologicos: numero de hemadcias, concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito, nimero de leucocitos totais e plaquetas foram realizados pelo
analisador automatico (BC-2800 Vet, Mindray®). A confirmag¢ao do hematdcrito foi feita
pela técnica de microhematocrito e a analise das proteinas plasmaticas foi realizada por
refratometria.

Nos esfregacos sanguineos foram realizadas a contagem diferencial de leucécitos,
contagem de plaquetas e analise de alteragdes morfoldgicas eritrocitarias e leucocitarias,

em microscopia com a objetiva de 100X.

3.2.5.2 Contagem de Reticuldcitos — Gatos anémicos

Para a realizacdo da contagem de reticuldcitos foram utilizadas as mesmas
amostras de sangue total em EDTA para o hemograma e a analise ocorreu dentro de duas
horas. Utilizou-se o reagente azul de cresil brilhante misturado ao sangue com EDTA na
propor¢ao 1:1, incubado em banho-maria por 15 minutos na temperatura de 37°C. Apds,
realizou-se a confec¢do da lamina e a leitura microscopica. Para a leitura foram contados
os reticuldcitos agregados e pontilhados presentes no total de 1.000 hemacias com o
resultado em porcentagem. Apds a analise do resultado obtido classificou-se o grau de
resposta medular (TVEDTEN, 2010).

Tabela 1 - Grau de resposta medular de acordo com a porcentagem de reticuldcitos,
segundo - TVEDTEN (2010).

Resposta Medular Reticuldcitos Reticulocitos
Agregados (%) Pontilhados (%)
Nao regenerativa 0-0,4 1-10
Regeneracao - leve 0,5-2 10-20
Regeneracao - moderada 3-4 20-50

Regeneracao - acentuada >5 >50
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3.2.5.3 Analises bioquimicas

Para realizagdo dos exames bioquimicos parametros do ferro, avaliacao hepatica
e renal, as amostras de sangue foram coletadas em tubo sem anticoagulante, centrifugadas
por 5 minutos a 3.000 rpm, para a separacdo do soro, armazenadas em microtubos e
congeladas a -20°C.

Os exames bioquimicos foram realizados por espectrofotometria, em Analisador
Bioquimico Automatico (BS-200, Mindray®) com os reagentes especificos para cada
teste, sendo mensurados os seguintes parametros: Albumina - método verde Bromocresol,
Alanina aminotransferase (ALT) - método cinético, fosfatase alcalina (FA) - método
cinético, gama-glutamil transferase (GGT) - método cinético, ureia - método cinética UV,
creatinina - método Cinético de Tempo Fixo (Colorimétrico), proteina total - método de
Biureto, globulina (proteina total - albumina), ferro sérico - método colorimétrico
utilizando Ferene, Transferrina - método de imunoturbidimetria , Capacidade do ligagao
de ferro (UIBC) - método de fotométrico - com ferene, Ferritina - método de
imunoturbidimetria . Ao todo 31 analises bioquimicas foram excluidas para anular erros
pré-analiticos como também amostras insuficientes para as andlises dos exames

bioquimicos.

3.2.6 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente através dos programas GraphPad
Prism versao 5.0 para Windows®. As comparagdes entre dois grupos foram feitas, através
da Correlagdo e Regressdo Linear para os graficos e o programa Freeware Reference
Value Advisor 2.1 para estatistica descritiva e para os histogramas, que segue os conceitos
estabelecidos pelo Comité de Garantia de Qualidade e Padroes de Laboratorio (QALS)
da Sociedade Americana de Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP), as recomendagdes
internacionais foram atualizadas recentemente pela Federag¢do Internacional de Quimica
Clinica (IFCC) e o Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI) (GEFFRE et al,
2011).

Para a estatistica descritiva foram utilizados métodos paramétricos dos dados da
média, mediana, desvio padrdo, minimo, maximo. Os intervalos de referéncia para cada
teste foram determinados usando teste ndo paramétrico com intervalo de confiancga de

90% por método de Bootstrap. Para o teste de normalidade foi usada a estatistica de
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Anderson-Darling para verificagdo da distribuicdo normal do valor de p. Os métodos de
Tukey e Dixon-Reed foram usados para identificar e confirmar possiveis outliers
(GEFFRE et al, 2011).

Para a metodologia utilizada neste estudo foram seguidos os modelos de avaliagao

do metabolismo do ferro estabelecidos no estudo realizado por BAGGIO (2019), em caes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo apresentados os valores dos parametros do ferro para os gatos

saudaveis - (G1) (Tabela 1).

Tabela 2 - Valores dos parametros do ferro em gatos saudaveis - grupo G1.

Ferro Sérico Ferritina Transferrina UIBC
(ng/dL) (ng/mL) (mg/dL) (mg//dL)

N° de amostras (41) (45) (40) (46)
Média 1154 56,5 172,0 297,0
Mediana 112,7 56,2 154,0 293,5
Desvio padrio 31,8 23,3 78,9 62,5
Minimo 61,4 17,0 77,81 172,9
Maximo 221,0 110,3 368,72 430,9
Intervalo de referéncia 61,8-217,8 17,7 - 109,4 77,9 - 368,2 174,8 —423,9

A seguir estdo os histogramas com os valores do metabolismo do ferro em gatos

saudaveis (G1) (Figuras 2,3,4 ¢ 5).
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Figura 4. Histograma da transferrina sérica do grupo Figura 5. Histograma representando a capacidade
(G1) apos transformaciao Box Cox. de Ligacao do Ferro (UIBC) do grupo (G1).

A curva na cor rosa representa a distribuigdo normal, A curva na cor rosa representa a distribui¢ao normal,
barras verticais na cor azul sdo os limites de referéncia, e barras verticais na cor azul sdo os limites de referéncia,
as linhas pontilhadas representam os intervalos de e as linhas pontilhadas representam os intervalos de
confianca de 90%. confianca de 90%.

Nos gatos saudaveis (G1) o ferro sérico varioude 61,8 a 217,8 pg/dL, semelhantes
aos valores de referéncia citados por KANEKO et al. (1997), de 68,0 a 215,0 ng/dL. A
metodologia utilizada foi a colorimétrica utilizando Ferene. Em estudos recentes
realizados por NUNES (2019), que avaliou o estoque de ferro na medula dssea de gatos
jovens, clinicamente saudaveis, e determinou os valores de referéncia do ferro sérico, a

média do ferro sérico foi 79,6 pug/dL, variando de 36,9 a 147,0 pg/dL. Houve variagdo
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dos resultados do presente estudo e o realizado por NUNES (2019). Uma das hipoteses
poderia ser devido aos reagentes utilizados, de marcas diferentes com metodologias
diferentes.

No grupo G1 o intervalo de referéncia da ferritina sérica variou de 17,7 a 109,4
ng/mL e o utilizado foi da marca Kovalent® de uso humano, que possui particulas de
latex de poliestireno de tamanho uniforme revestidas com imunoglobulinas G de coelho
anti-ferritina humana. Quando a amostra contendo ferritina ¢ misturada com o reagente,
ocorre uma nitida reacdo de aglutinacdo, sendo mensurada pela técnica de tubidimetria.
ANDREWS et al. (1994) em estudo quantitativo, para medir ferritina sérica felina, em 40
gatos aparentemente saudaveis, utilizaram a técnica do ensaio de imunoabsor¢dao
enzimatica com dois anticorpos monoclonais, € a média foi 76,0 ng/mL e o desvio padrao
24,0 ng/mL). O estudo correlacionou a ferritina sérica com os niveis de ferro em tecidos
(bago e figado). BAGGIO (2019) em caes saudaveis, utilizou a mesma metodologia deste
trabalho, para determinar o intervalo de referéncia da ferritina sérica que variou de 19,4
a 93,5 ng/mL.

A metodologia utilizada de imunoensaio tubidimétrico, nao havia sido utilizada
para gatos até o presente estudo. Essa técnica utiliza imunoprecipitacdo (antigenos e
anticorpos) e a dispersdo da luz para quantificar as substancias ou componentes quimicos
na amostra. Os resultados obtidos apresentam-se proximos dos resultados realizados por
ANDREWS et al., 1994, porém as metodologias sao diferentes.

O intervalo de referéncia estabelecido no presente estudo para transferrina no
grupo G1 foi 77,9 a 368,2 mg/dL através da metodologia por imunoensaio turbidimétrico.
Em estudos realizados por PIRES et al. (2011) em caes, obteve-se o valor médio foi 254,6
mg/dL. NUNES (2019) também estabeleceu o valor médio e desvio padrao da transferrina
para gatos saudaveis (217,9 + 41,7 mg/dL).

BAGGIO (2019) estabeleceu o valor de referéncia para transferrina em caes
saudaveis de 33,8 a 610,3 mg/dL utilizando a metodologia do imunoensaio
turbidimétrico. No estudo atual a metodologia utilizada para a dosagem foi imunoensaio
turbidimétrico, que ocorre pela reagdo antigeno-anticorpo, a marca do reagente foi
Kovalent® de uso humano. Os resultados da transferrina sdo diferentes quando
comparados ao estudo realizado por NUNES (2019), a justificativa poderia ser a
metodologia e reagentes diferentes.

No grupo G1 o intervalo de referéncia estabelecido no presente estudo para a

capacidade de ligagdo do ferro foi 174,8 a 423,8 mg/dL. A metodologia utilizada foi
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fotométrica utilizando Ferene, e o reagente foi de marca Kovalent® de uso humano.
NUNES (2019) relatou o valor médio 331,0 mg/dL e desvio padrdo 59,2 mg/dL. Os
resultados do atual estudo foram semelhantes ao estudo citado, porém as metodologias
foram diferentes.

A metodologia e os reagentes utilizados para o estudo da cinética do ferro
estabeleceram resultados de referéncia para gatos saudaveis, a ferritina pode ser
quantificada, mesmo com reagente nao especifico para a espécie. A possivel justificativa
estd relacionada com a alta semelhanca nas cadeias de aminoacidos entre as espécies. As
metodologias, colorimétrica e imunoensaio tubidimétrico (antigeno-anticorpo) da marca
Kovalente de uso humano podem ser utilizados na rotina laboratorial da analise do
metabolismo do ferro em gatos.

No grupo (G2) os gatos anémicos foram separados de acordo com as doengas,

analisados os parametros hematoldgicos e bioquimicos.

Na figura 6 estdo apresentados os grupos de doengas dos 48 gatos anémicos do

grupo G2.

Figura 6 - Porcentagem de gatos anémicos (G2) de acordo com o grupo de doengas.

B Infecciosas

B Metabdlicas
Inflamatéria ndo infecciosa
Neoplasica

H Neoplasica + infecciosas

M Traumatica/Anatémica

A seguir estdo representados os parametros hematologicos correlacionando com

o ferro dos gatos doentes G2 (Figura 7).
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Figura 7 - Avaliacio dos parametros hematolégicos - hemaicias (milhées/pL),
hematocrito (%) e concentracio de hemoglobina (g/dL) correlacionado com a

cinética do ferro sérico nos gatos anémicos - G2.
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No grupo G2 verificou-se que os parametros hematologicos: hemacias,
hematocrito e concentracdo de hemoglobina estavam diminuidos. Os valores das
hemacias (***p<0,0001), hemoglobina (***p<0,0010) e hematdcrito (**p<0,0034),
variaram com a quantidade de ferro. A concentra¢do de ferro sérico variou (41,6%
normal, 29,2% aumentado e 29,2% diminuido) nos gatos anémicos com doengas
inflamatorias.

No atual estudo 41,6% dos gatos apresentaram o ferro sérico dentro do intervalo
de referéncia; 29,2% apresentaram aumento do ferro sérico, demonstrando a importancia
da avaliagdo do metabolismo do ferro antes de realizar suplementagdes com o mineral.
Somente 29,2% dos gatos apresentaram o ferro sérico diminuido, isso pode ser justificado
pela resposta nos processos inflamatorios associados as infecgdes e neoplasias que
diminuem a concentracao de ferro sérico e reduzem a eritropoiese, levando a uma anemia
por doenca crdonica ou inflamagdao (BOHN, 2013; CHIKAZAWA et al., 2013;
CHIKAZAWA & DUNNING, 2016).

A seguir estd apresentada a classificagdo das anemias quanto a resposta da medula

Ossea (regenerativa ou ndo regenerativa), morfologia eritrocitaria e gravidade da anemia
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dos gatos anémicos (G2) (Tabelas 2, 3, 4 e 5). Para a classificacdo das anemias utilizou-

se os valores estabelecidos por TVEDTEN (2010) no estudo.

Tabela 3 - Grau de resposta medular de acordo com a porcentagem de reticuldcitos
nos 48 gatos anémicos.

Nao regenerativa Regenerativa leve Regenerativa
moderada
N° gatos 42 4 2
(%) 87,5% 8,3% 4,2%

Tabela 4 — Classificacdo da gravidade da anemia de acordo com hematocrito (%)
para gatos, segundo - TVEDTEN (2010).

Anemia Leve Anemia Anemia Grave Anemia
(20-26%) Moderada (10-13%) Severamente
(14-19%) Grave (<10%)
N° gatos 30 12 1 5
(%) 62,5% 25% 2,1% 10,4%

Tabela 5- Classificacio morfolégica da anemia e alteracées eritrocitarias em 48
gatos anémicos, segundo critérios de HARVEY (2012).

Normocitica Microcitica Normocitica Macrocitica Microcitica
Hipocromica  normocrdmica Normocromica Hipocrdmica hipocromica

N° gatos 17 12 12 5 2
(%) 35,4% 25% 25% 10,4% 4,2%
A (R) A (R) A (R) A (M) A (R)
P (R) P (R) P (R) P (M) P (R)
C.H.J (R) C.H.J (R) C.HJ (R) C.H.T() C.H.J(R)
MTR(-) MTR(R) MTR (-) MTR (M) MTR (R)

Anisocitose (A), Policromato6filos(P), Corptisculo Howell-Jolly (CHJ), Metarrubrocitos (MTR).
Resposta medular: (R)raros, (M) moderado, (A) acentuado. (-) ndo observado.

No presente estudo 87,5% dos gatos apresentaram anemia ndo regenerativa,
através da contagem de reticulodcitos, e a gravidade da anemia predominante foi leve,
seguida pela anemia moderada, severa e grave, segundo ALENCAR et al. (2002) doengas
inflamatorias podem apresentar anemia leve a moderada nio regenerativa. No estudo
retrospectivo realizado por KORMAN et al. (2013) com 180 gatos anémicos, a gravidade
da anemia predominante foi leve (35,6%), seguida pela moderada (32,2%), severa
(19,4%) e grave (12,8%) corroborando com o presente estudo. Sobre a classificagdo da
resposta medular nos gatos anémicos pela avaliagdo da contagem de reticuldcitos, no atual

estudo houve predominio de anemia ndo regenerativa, nas seguintes doencas: doenca
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renal cronica, neoplasias, processos inflamatdrios, doengas infecciosas (virais,
bacterianas e fingicas). Tais doencas também foram relatadas no estudo de OLSON &
HOHENHAUS (2019) sobre anemia ndo regenerativa em gatos.

Na classificagdo morfoldgica realizada através dos pardmetros hematimétricos
houve predominio da anemia normocitica hipocromica, no qual as hemécias possuem
tamanho normal, porém ha uma diminui¢do da concentragdo de hemoglobina, os
resultados divergem dados literarios citados por ALENCAR et al. (2002), CHIKAZAWA
& DUNNING (2016), que classificam a anemia por doenga inflamatoria em normocitica
normocromica.

Os resultados dos parametros leucocitarios dos gatos do grupo G1 e G2 estdo
representados pela média, e o desvio padrao (Tabelas 6). Verificou-se nos gatos com
anemia um aumento do numero de neutrdfilos bastonetes no sangue, indicando desvio

nuclear de neutréfilos a esquerda (DNNE) e processo inflamatorio.

Tabela 6 - Média e desvio padrio dos parametros leucocitarios dos gatos saudaveis
(grupo G1) e doentes (G2).

Grupo G1 Grupo G2 Valor de
Referéncia

N° de Leucocitos Totais (uL) 11.265 +3.941 14.927 £9.349 5.500 a 19.500
Neutroéfilos (uL) 6.835+£3.574 11.451 £8.338 2.500 a 12.500
Bastonetes (uL) - 466 +960,9 0a300
Linfocitos (uL) 3.211 £ 1.400 2.134£2.621 1.500 a 7.000
Eosinofilos(pL) 745 +480,0 281 +436,8 0a1.500
Mondcitos (pL) 170 £214,0 170 +287,7 0a850

Valor de P <0.05: Leucocitos totais: P<(0.0001; Neutrofilos: P<0.0001; Bastonetes: P<0.0003;
Linfocitos: P<0.0073; Eosinéfilos: P<0.0001.

Os resultados dos parametros bioquimicos dos gatos dos grupos Gl e G2 estdo

representados pela média, e o desvio padrao (Tabela 7).

Tabela 7 - Média e desvio padrao dos parametros bioquimicos dos gatos saudaveis
(grupo G1) e doentes (G2).

Grupo Gl Grupo G2 Intervalo de referéncia
ALT (UI/L) 59,2 +33,8 95,0 £157,2 26,0 — 83,0 UI/L
FA (UI/L) 44,5 £ 28,6 68,0+111,4 25,0 -93,0 UI/L
GGT (UI/L) 7,4 +£3.28 10,0 + 3,29 1,3-5,1 UI/L
Creatinina (mg/dL) 1,1 £0,25 1,87+2,2 0,8 - 1,8 mg/dL
Ureia (mg/dL) 60,4 + 10,1 101 £123,5 42,0 — 64,0 mg/dL
ProteinaTotal (g/dL) 6,8 +0,97 6,5+ 1,53 6,0 — 7,4 g/dL
Albumina (g/dL) 2,71 +£0,35 2,1 £0,55 2,1-3,3 g/dL
Globulina (g/dL) 4,10+ 0,86 43+1,6 2,3-5,1 g/dL

Valor de P <0.05: GGT: P<**(0.0022; creatinina: P<*0.0111; Ureia: P<*0.0146; Albumina:
P<***0.0001.
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Houve diferencga estatistica nos parametros bioquimicos dos gatos anémicos - G2
nos testes que avaliam fung¢do renal (creatinina e ureia), GGT (colestase) e albumina no
presente estudo.

Na Tabela 8 estdo os dados referentes ao metabolismo do ferro nos gatos
anémicos ¢ nas Tabelas 9, 10,11,12 ¢ 13 estdo as alteragdes no metabolismo do ferro
correlacionados aos grupos de doengas.

Tabela 8 — Avaliacio da cinética do ferro nos 48 gatos anémicos — grupo G2.

Ferro sérico Ferritina Transferrina UIBC
(n=48) (n=47) (n=48) (n=48)
Normal 19 40 32 10
39,6% 85,1% 66,6% 20,8%
Aumentado 14 1 16 35
29,2% 2.2% 33,3% 72,9%
Diminuido 15 6 - 3
31,2% 12,7% 6.3%

*Normal: Valor dentro do intervalo de referéncia estabelecido a partir do grupo G1.
Intervalo de referéncia: Ferro sérico: 61,8 a 217,8 ug/dL, Ferritina sérica: 17,7 a 109,4 ng/mL,
Transferrina sérica: 77,9 a 368,2 mg/dL, Capacidade de Ligagdo do Ferro: 174,8 a 423,8 mg/dL.

Na avaliagdo do metabolismo do ferro nos gatos anémicos observou-se que a
maioria dos resultados do ferro, ferritina e transferrina estavam dentro do intervalo de
referéncia nos grupos de doengas metabdlicas, traumaticas/anatomicas, infecciosas.
Segundo estudos realizados por ROEDERN et al (2017) gatos anémicos apresentaram
critérios amplos com relagdo ao metabolismo do ferro na anemia por inflamacdo com
combinacodes do ferro sérico diminuido, ferritina sérica normal ou elevada e TIBC normal
ou diminuida. Essa deficiéncia do ferro se torna funcional pois sua disponibilidade para
atua na eritropoiese encontra-se diminuida, pelo sequestro do ferro para tecidos mediada
principalmente pela IL-6.

A seguir estdo apresentados os valores dos parametros do ferro de acordo com as
doencgas: infecciosas, metabodlicas, traumatica/anatdomica, neoplasica associada a

infecciosa e neoplasica.
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Tabela 9 - Grupo das Doencas Infecciosas (G2) correlacionadas a valores alterados

do metabolismo ferro.

N° gatos  Ferro sérico Ferritina Transferrina UIBC
Cistite 2 1t - - - 1 ) - - 3
Coranavirose 1 1t - - - - - 1+ -
FeLV 5 1t - - - - - - §
Micoplasmose 2 1t - - - 4t - - -

Peritonite 1 - ‘ - - - - - ‘

Intervalo de referéncia: Ferro sérico: 61,8 a 217,8 ng/dL, Ferritina sérica: 17,7 a 1094 ng/mL,
Transferrina sérica: 77,9 a 368,2 mg/dL, Capacidade de Ligagdo do Ferro - Intervalo de referéncia: 174,8 a
423,8 mg/dL.

Tabela 10 - Grupo das Doencas Metabolicas (G2) correlacionadas a valores
alterados do metabolismo ferro.

N° gatos Ferro sérico Ferritina Transferrina
Doenga Renal Cronica 2 - 3 + - t -
Hipertireoidismo 1 - - t -
Lipidose hepdtica 2 % - 1t -

Intervalo de referéncia: Ferro sérico: 61,8 a 217,8 ng/dL, Ferritina sérica: 17,7 a 109,4 ng/mL,
Transferrina sérica: 77,9 a 368,2 mg/dL.

Tabela 11 - Grupo das Doencas Traumaticas/Anatomicas (G2) correlacionadas a
valores alterados do metabolismo ferro.

N° gatos Ferro Ferritina Transferrina UIBC

sérico
Hidrocefalia 1 t - - l - - - l
Fratura de fémur 1 - - - - t - - -

Intervalo de referéncia: Ferro sérico: 61,8 a 217,8 ng/dL, Ferritina sérica: 17,7 a 109,4 ng/mL,
Transferrina sérica: 77,9 a 368,2 mg/dL, Capacidade de Ligacao do Ferro - Intervalo de referéncia: 174,8 a
423,8 mg/dL.

Tabela 12 - Grupo das Doencas Neoplasicas e Infecciosas (G2) correlacionadas a
valores alterados do metabolismo ferro.

N° gatos Ferro sérico Ferritina Transferrina
Linfoma / FeLV 1 t - l, - - -
Linfoma / FIV 1 - ¥ - - 1 -

Intervalo de referéncia: Ferro sérico: 61,8 a 217,8 ng/dL, Ferritina sérica: 17,7 a 109,4 ng/mL,
Transferrina sérica: 77,9 a 368,2 mg/dL.

Tabela 13 - Grupo das Doencas Neoplasicas (G2) correlacionadas a valores alterados
do metabolismo ferro.

N° gatos Ferro sérico Ferritina Transferrina

Linfoma 1 - l - l t -

Intervalo de referéncia: Ferro sérico: 61,8 a 217,8 pg/dL, Ferritina sérica: 17,7 a 109,4 ng/mL,
Transferrina sérica: 77,9 a 368,2 mg/dL.

No atual estudo verificou-se o aumento sérico do ferro em gatos com cistite,

micoplasmose, fratura de fémur, linfoma, doenga renal cronica, hipertireoidismo e
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lipidose hepatica, isso demostra a necessidade da avaliacdo e diagndstico, evitando
tratamentos com a suplementagao de ferro e riscos de intoxicag¢ao pelo mineral.

GEST et al. (2015) citaram que as concentracdes do ferro sérico em gatos
diminuem quando as demandas eritrocitarias excedem o metabolismo de ferro na dieta e
em seu pool de armazenamento, isso faz com que seus niveis sejam considerados
inespecificos para dosar o ferro total. No presente estudo verificou-se que o ferro sérico
isolado ndo deve ser indicado para confirmar uma deficiéncia ou inflamagao, e que seus
valores alteraram acima e abaixo do valor de referéncia nos grupos de doencas.

O aumento sérico da ferritina foi evidenciado em um paciente com doenga renal
cronica no presente estudo, tal justificativa se deve a resposta a inflamacao, GEST et al.
(2015), nao encontraram diferencas da ferritina sérica em gatos com doengas renais.
ALENCAR et al. (2002) citam que ha elevacao do valor da ferritina em casos de linfoma,
no presente estudo a ferritina sérica estava diminuida nas neoplasias.

Foi observado a transferrina sérica aumentada nas doengas metabolicas (doenca
renal cronica, lipidose hepdtica e no hipertireoidismo), doencas traumaticas/anatdmicas
(fratura de fémur), doencas neoplasicas (linfoma) e neoplésicas associadas a doencas
infecciosas (linfoma e FIV). Segundo BOHN (2013) a transferrina pode aumentar devido

a deficiéncia de ferro.
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3.4 CONCLUSAO

A metodologia e os reagentes utilizados para o estudo dos parametros do
metabolismo do ferro estabeleceram resultados de referéncia para gatos saudaveis e
podem ser instituidos na rotina laboratorial para avaliacdo em gatos.

Nos 48 gatos anémicos houve predominio de anemia leve, ndo regenerativa,
normocitica hipocromica. As principais causas da anemia nos gatos foram as doencas
infecciosas, seguida pelas doencas metabolicas.

Nos gatos anémicos e com doencas infecciosas (inflamatdrias) verificou-se
valores elevados de ferro sérico, isso demostra a necessidade da avaliacao e diagnostico,
evitando tratamentos com a suplementacao de ferro e riscos de intoxicacao pelo mineral.

A avaliagdo do metabolismo do ferro em gatos anémicos na rotina clinica ¢

necessaria para diferenciar a anemia por deficiéncia de ferro e doenca inflamatoria.
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4 CAPITULO 3: NEUTROFILOS TOXICOS EM GATOS COM DOENCAS
SISTEMICAS E VALOR PROGNOSTICO DA AVALIACAO.

RESUMO

Neutrofilos toxicos sdo neutrofilos com alteracdes morfologicas
citoplasmaticas e nucleares devido a maturagdo acelerada na medula 6ssea, relacionados
a processos infecciosos e inflamatdrios. Os objetivos do estudo foram quantificar e
classificar os neutrofilos toxicos no sangue de gatos saudaveis e de gatos doentes, com
diferentes doencas sistémicas, e correlacionar o numero de neutréfilos toéxicos com a
gravidade da doenca. No estudo foram avaliados trés grupos: (G1) 60 gatos clinicamente
saudaveis por avaliacdes clinica e laboratorial; (G2) 114 gatos doentes e com neutrofilos
toxicos, divididos em subgrupos de acordo com as doengas: infecciosa, inflamatoria nao
infecciosa, metabolica, traumatica/anatomica, neopldsica e neoplésica associada a doenca
infecciosa. Em 17 gatos com doencas infecciosas foram realizadas culturas
bacteriologicas. Nos gatos saudaveis (G1) verificou-se presenca 2% de neutrdfilos
toxicos, sendo 0,97% de basofilia citoplasmatica e 1% de Corpusculo de Dohle (1%). No
grupo dos gatos doentes, as porcentagens observadas em neutréfilos toxicos nos
subgrupos de doengas: infecciosa (29,5%), traumatica/anatdmica (23eoplasica associada
a doenca infecciosa (16%), neoplasica (12%) metabdlica (10%) e inflamatdéria nao
infecciosa (9,5%). Na avaliagdo hematoldgica (6/17 gatos) que realizaram a cultura
bacteriana houve moderada a acentuada presenga de neutrofilos toxicos no esfregago
sanguineo em resposta a doenga infecciosa sistémica. Trés pacientes foram a obito. O
aumento da quantidade de neutrofilos toxicos no sangue periférico indicou grau de
severidade da doenca e tempo de tratamento, sendo indispensavel a sua avaliacdo na
rotina laboratorial como ferramenta no auxilio clinico.

Palavras-chave: basofilia; corpusculo de Dohle; felinos; granulagdo; vacuolizagao.
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ABSTRACT

Toxic neutrophils are neutrophils with morphological changes in the cytoplasm and
nucleus due to accelerated maturation in the bone marrow, associated with infectious and
inflammatory processes. The objectives of this study were to quantify and classify toxic
neutrophils in the blood of healthy cats and cats with different systemic diseases,
correlating toxic neutrophils with disease severity. In this study three groups were
evaluated: 60 clinically healthy cats by clinical and laboratory evaluation (G1); 114
unhealthy cats with diagnosis confirmed by complementary tests, presenting toxic
neutrophils, divided into subgroups according to the diseases: infectious, non-infectious
inflammatory, metabolic, traumatic/anatomical, neoplastic and neoplastic associated with
infectious disease (G2); and 17 cats with infectious diseases confirmed by
microbiological culture (G2). In G1, 41/60 cats presented amounts of toxic neutrophils
(2%), being cytoplasmic basophilia (0.97%) and Dohle's Corpuscle (1%). In G2, in
114/114 cats the amount of toxic neutrophils was found in the subgroups of diseases:
infectious (29.5%), traumatic/anatomic (23%), neoplasia associated with infectious
disease (16%), neoplastic (12 %) metabolic (10%) and non-infectious inflammatory
(9.5%). In G2, (6/17) cats showed moderate to accentuated toxic neutrophils in the blood
smear in response to systemic infectious disease, three patients died. The quantitative
increase of toxic neutrophils in the peripheral blood indicates the degree of severity of the
disease and the length of treatment, being essential its evaluation in the laboratory routine
as an implement in clinical assistance.

Keywords: cats; basophilia; vacuolization; granulation; Dohle bodies.
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4.1 INTRODUCAO

Os neutrodfilos sdo granuldcitos polimorfonucleares que desempenham um papel
fundamental no sistema imune inato, sendo a célula com maior predominio na circulagao
sanguinea em gatos (NIVY et al., 2013), sdo produzidos na medula Ossea a partir de
progenitores da linhagem mieloide (SCHNELLE & BARGER, 2012).

A inflamacdo sistémica aumenta a demanda de neutrofilos, seguida de uma
maturagao acelerada e consequentemente uma libertagao rapida na circulacgao, resultando
em persisténcia de caracteristicas de células imaturas como: basofilia citoplasmatica,
corptsculo de Dohle, granulagdo toxica, vacuolizagdo citoplasmatica e neutrofilos
gigantes (SCHNELLE & BARGER, 2012). As alteracdes morfologicas especificas sdo
observadas no exame microscopico do esfregaco sanguineo periférico com a coloragao
Romanowsky, e sdo decorrentes do processo de maturagdo na medula ossea sob certas
condigdes ou em associagao com determinadas doengas (SEGEV et al.,2006)

Segundo AROCH et al. (2005) a presenca de toxicidade neutrofilica tem sido
associada a processos sist€émicos, infec¢des bacterianas, bacteremia, abscessos e
septicemia, processos inflamatérios graves, disturbios mieloproliferativos, e toxicidade
induzidas por drogas.

Segundo LAMBERT et al. (2016) o grau de alteragao téxica ¢ util na avaliagdo
dos equinos, pois quanto mais severa a alteracdo toxica, mais intenso ¢ o estimulo
inflamatorio, ocorrendo a liberacdo de células percussoras de neutrofilos, pela medula
ossea nas infecgdes sistémicas.

Em gatos faltam estudos correlacionando a presenga de neutrdfilos toxicos com
infecgdes sistémicas e sobrevida dos pacientes. Este estudo objetiva avaliar a presenca de
neutrofilos toxicos em gatos saudaveis e com doengas sistémicas: (1) analisar os tipos e
propor¢ao de neutrdfilos toxicos no sangue de gatos saudaveis; (2) identificar e
quantificar as alteragdes toxicas em gatos com diferentes doencas sistémicas; (3)
acompanhar a evolug¢ao clinica dos pacientes, para correlacionar a presenca de neutréfilo

toxico com a gravidade da doenga em gatos.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR), de
acordo com o protocolo numero 037/2019 (ANEXO).

4.2.2 Selecdo de animais

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria
da Universidade Federal do Parana (UFPR), com gatos atendidos na rotina clinico-
cirargica e de especialidades do Hospital Veterinario (HV) da UFPR, na Clinica Mania
de Gato, especialista no atendimento de felinos, em uma organizacao nao governamental.

Foram selecionados para o estudo 174 gatos de ambos os sexos, com ragas e faixa
etaria diferentes.

Os gatos foram subdivididos em trés grupos: (Gl) controle, com 60 gatos
clinicamente saudaveis pela avaliagdo clinica e laboratorial; (G2) 114 gatos doentes com
diagndstico confirmado da doenca por exames complementares e com neutréfilos toxicos
visualizados no sangue por leitura do esfregaco sanguineo, divididos em subgrupos pela
doenca: infecciosa 35 animais, em 17 gatos deste grupo foram realizadas culturas
bacterianas, inflamatéria ndo infecciosa 13 animais, traumatica/anatomica 15 animais,
metabodlica 27 animais, neoplasica 14 animais e neoplasica associada a doenga infecciosa
10 animais.

Os critérios de inclusao do grupo (G1) neste estudo foram exames clinicos (escore
corporal, frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura corpdrea € anamnese),
laboratoriais (hemograma, avalia¢do bioquimica hepatica e renal) com resultados normais
e testes rapidos de ELISA para detec¢ao dos Virus da Leucemia Felina (FeLV) e Virus
da Imunodeficiéncia Felina (FIV).

Os gatos que apresentaram alteragdes nos exames clinicos e laboratoriais, em
tratamento medicamentoso, suplementagdo com ferro e gestacdo foram excluidos do
estudo.

Para os gatos do grupo G2 como critérios de inclusdo foram selecionados
pacientes com enfermidades, alteragdes clinicas e laboratoriais. Esses pacientes

realizaram exames complementares, de acordo com a suspeita clinica, como
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ultrassonografia, radiografia, exames citologicos e histologicos. Apds diagndstico, os
gatos do grupo (G2) foram subdivididos de acordo com as doengas.
Gatos sem diagnostico confirmado, pacientes que realizaram suplementagao com

ferro ou transfusdo sanguinea e em gestagao foram excluidos do estudo.

4.2.3 Coleta de dados

Foram analisadas as fichas clinicas dos pacientes de ambos os grupos (G1 e G2)
para obtencao de dados sobre: raga, sexo, idade, castracdo, acesso a rua, contactantes,
vacinag¢do, vermifugo, exames realizados, diagndstico e evolucao do paciente. A evolugdo
do paciente foi avaliada com o acompanhamento do paciente que realizou retorno ao

hospital e obteve alta clinica.

4.2.4 Amostras e analise laboratorial do hemograma

Os pacientes foram submetidos a contengdo fisica e as amostras de sangue foram
por venopungao jugular, cefalica e femoral e acondicionadas em tubos de coletas com
anticoagulante (EDTA) para a realizagdo do hemograma e sem anticoagulante para
obtencdo e separagdo do soro e realizacdo das andlises bioquimicas. O sangue total foi
mantido refrigerado e analise ocorreu dentro de duas horas apds a coleta. A extensao
sanguinea foi realizada dentro de duas horas p6ds-colheita, a coloracao realizada foi May-
Grunwald-Giemsa (MGG). Os parametros hematoldgicos: numero de hemacias,
concentragdo de hemoglobina, hematocrito, nimero de leucocitos totais e plaquetas foram
quantificados pelo analisador automatico (BC-2800 Vet, Mindray®); para a confirmagao
do hematocrito foram realizadas as leituras do hematocrito pela técnica de
microhematocrito. A determinag@o das proteinas plasmaticas foi realizada pela técnica de
refratometria.

No esfregaco sanguineo foi realizada a contagem diferencial de leucdcitos e
analise de alteragdes morfoldgicas das células através de microscopia com a objetiva de
100X.

Os tubos sem anticoagulantes foram centrifugados por 5 minutos em 3.000 rpm e
o soro foi separado em microtubos e congelados a -20°C para realizacdo das analises

bioquimicas.



4.2.5 Anélise dos Neutrofilos Toxicos

Foram avaliados os neutréfilos toxicos em 174 extensoes sanguineas coradas com
May-Grunwald-Giemsa (MGG). Entre as alteracdes toxicas foram observados: basofilia

e vacuolizagdo citoplasmatica, granulagdo toxica, corpusculos de Dohle, células gigantes

e nucleo em forma de rosca (“donut”).

Foram contados 100 neutrofilos e obteve-se a porcentagem (%) de neutréfilos toxicos
para cada paciente. As alteracdes toxicas foram graduadas em leve, moderada e

acentuada, de acordo com a avaliacdo semiquantitativa de alteragdes toxicas em

neutrofilos (%), baseada nos critérios estabelecidos por HARVEY (2012) (Tabela 14).

Tabela 14 - Avaliacido semiquantitativa de alteracdes toxicas em neutrofilos.

Classificaciao Porcentagem de neutrofilos
Leve 5al10 (%)
Moderada 11230 (%)
Acentuada > 30 (%)

Fonte: HARVEY (2012).

A interpretagdo e avaliagdo do grau de alteragao morfoldgica foi realizada de acordo com

os critérios estabelecidos por AROCH et al. (2005) (Tabela 15).

Tabela 15 - Avaliacio semiquantitativa da gravidade das alteragdes toxicas em

neutroéfilos.
Alteracio Graus
morfolégica nos
Neutrofilos
Leve Moderado Acentuado
Basofilia Coloragao Coloragao azul- Coloragao Azul
citoplasmatica acinzentado claro escuro
Corpusculos de Um a dois Trés a quatro > Quatro
Ddohle Corpusculos Corpusculos corpusculos
Vacuolizagao Um a quatro vacutolos Cinco a nove 10 ou mais
citoplasmatica vactolos vactolos
Granulagao Um a quatro granulos Cinco a nove 10 ou mais
toxica granulos granulos

Fonte: AROCH et al. (2005)
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4.2.6 Analises bioquimicas

Os exames bioquimicos foram realizados por espectrofotometria, em Analisador
Bioquimico Automatico (BS-200, Mindray®) com os reagentes especificos para cada
teste, sendo mensurados os seguintes parametros: Albumina - método verde Bromocresol,
Alanina aminotransferase (ALT) - método cinético, gama-glutamil transferase (GGT) -
método cinético, ureia - método cinética UV, creatinina - método Cinético de Tempo Fixo
(Colorimétrico), proteina total - método de Biureto, globulina (proteina total - albumina).
Ao todo 23 andlises bioquimicas foram excluidas para anular erros pré-analiticos como

também amostras insuficientes para as analises dos exames bioquimicos

4.2.7 Exame Microbiologico

Foram coletadas e analisadas 17 amostras de diferentes tipos como: urina,
secre¢do ocular, nasal, conduto auditivo, efusdes, lesdes cutdneas em gatos com suspeita
de doencas infecciosas com neutrdfilos toxicos. As coletas de material para analise foram
realizadas com o auxilio de swabs estéreis em meio de Stuart para conservagdo e em
frascos ou tubos estéreis mantidos em refrigeracdo de 4°C e encaminhados para a anélise
no periodo de 24 horas apos a coleta. As amostras foram semeadas nos meios de cultura
Agar Base Sangue (ASA), Agar Mac Conkey (MC), Agar Chocolate (ACHO) e caldo
Brain Heart Infusion (BHI). Em seguida as placas de MC, ASA e BHI foram incubadas
em estufa bacteriologica a 37°C£2°C durante 24 a 48 horas. Apos a incubagao (24 horas
iniciais), observou-se se havia presenca ou auséncia de colonias. Apds o crescimento
bacteriano realizou-se a identificagdo conforme a morfologia das coldnias isoladas; nas
formacdes de colOnias suspeitas confeccionaram-se laminas coradas pelo método de
Gram. Nos microrganismos Gram (+), realizaram-se provas da catalase, coagulase (se +),
realizou-se a diferenciacdo entre S. aureus e S. intermedius quando as bactérias foram
morfologicamente compativeis a Staphylococcus. Os microrganismos Gram (-) foram
incubados em meios de TSI e caldo UREIA. Os exames bacteriologicos foram realizados
no Centro de Diagnostico Marcos Enrietti - CDME.

Para a metodologia utilizada neste estudo foram seguidos os modelos de avaliagao
e andlise da cultura bacteriana, avaliacdo de neutrofilos toxicos e progndstico

estabelecidos no estudo realizado por FAM (2012) com cdes. A quantificagdo (%) e grau
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de alteracdes toxicas em neutrédfilos utilizou os modelos de avaliagdo estabelecidos por

AROCH et al. (2005) e HARVEY (2012).

4.2.8 Analises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism versao
5.0 para Windows®. As comparagdes entre dois grupos foram feitas com o teste t de
Student; para compara¢des multiplas foi usado Anova de uma via, com o post test de

Newman Keuls, considerando o nivel de significancia P<0,05.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo observou-se maior nimero de gatos com neutrofilos toxicos nas
doencas infecciosas. Outros autores também observaram resultado semelhante (AROCH,
2006), em gatos com alteragdes clinicas importantes associadas a doengas infecciosas,
ocasionando alteragdes sistémicas.

As doengas de base em gatos do G2 com a classificacao dos neutrofilos toxicos

(%) e sobrevida estdo apresentadas na (Tabela 16).
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Tabela 16 - Doencas em gatos associadas a classificacao de neutroéfilos toxicos (%)

e sobrevida do paciente.

Diagnostico

NO
total

Leve
5a10%

NT (%)
moderada
11a30%

acentuada
>30

NO
obito

Infecciosas

FeLV

Cistite

Peritonite (efusdo séptica)
Piotorax

Gengivite

Coranavirus

Fratura exposta *

Aborto

Micoplasmose

Perfuracdo intestinal (efusdo
séptica)
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Lipidose hepatica
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Catarata
Hipertireoidismo
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Traumaticas/anatomicas

Fratura de Fémur
Hidrocefalia

Hérnia diafragmatica
Trauma ocular

Fratura de coluna

Fratura de pelve

Fratura da tibia

Laceragdo cutanea (orelha)
Politraumatismo
Pneumotorax
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[EEEN

PR OOOOOoOoORrOo

Neoplasicas

Linfoma
Tumor de mama

Carcinoma de células Escamosas

Fibrossarcoma

I = e e)
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SO RN

Inflamatoéria ndo infecciosa

Urolitiase
Colangiohepatite

Doenca Intestinal Inflamatéria

Cistite Intersticial
Ulcera Indolente
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eNeNel =]

Neoplasicas associadas infecciosas

Linfoma/ FeLV/ FIV
Leucemia Linfocitica/ Felv
Carcinoma pouco
diferenciado/FeLV

== 0

_ W

Avaliagdo semiquantitativa de altera¢des toxicas em neutréfilos. Fonte: HARVEY, 2012.

* Fratura Exposta com infec¢do secundaria.

Na tabela 17, estao apresentadas as médias, € os desvios padrao dos valores dos

leucocitos dos gatos dos grupos - saudaveis Gl e doentes G2. Os resultados dos
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parametros leucocitarios do G1 estavam normais sendo utilizados como critério para

inclusdo, e nos gatos doentes (G2), verificou-se alteragdes nos parametros.

Tabela 17 - Média e desvio padrao dos parametros dos leucéocitos em gatos dos
grupos G1 e G2.

Gl

G2

Intervalo de
referéncia

N° Leucécitos Totais(ul)

Neutrofilos (uL)

Bastonetes (nL)

Linfécitos (uL)

Eosino6filos(uLl)
Monocitos (nL)

11.265 £3.941
6.835+3.574

3211 + 1.400
745,0 + 480,0
170,0 + 214,0

11.916 + 7.998
8.918 + 7.249
302,7 + 985.4
2.069 £ 1.596
433,0 + 632,1
151,0 = 230,0

5.500 a 19.500
2.500 a 12.500
0a300
1.500 a 7.000
0a1.500
0a 850

A figura 8 demonstra a quantidade de neutrofilos toxicos nos grupos G1 e G2 por

subgrupos. Nas figuras 9 e 10 estdo apresentadas as quantidades de neutrofilos toxicos de

acordo com a alteracdo toxica, nos grupos G1 e G2.

Figura 8 - Nimero de neutrofilos téxicos totais (%) nos grupos G1 (saudaveis) e

G2 (subgrupo de doencas).

40

Neutrofilos Toxicos

*kE

1T

*kk

1

NORNOO0O0

Saudaveis
Infecciosa

Inflamatdria néo infecciosa
Traumética e anatémica

Metabdlica
Neoplasia

Neoplasia + infecciosa



57

Figura 9 - Quantificacio de neutroéfilos toxicos com Basofilia Citoplasmatica (%)
nos grupos G1 (saudaveis) e G2 de acordo com o subgrupo de doencas.
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Diferenga estatistica entre os grupos de doencas: doencas
inflamatorias ndo infecciosas (a P<0.01) quando comparada a doengas

infecciosas e entre as doengas metabolicas (bb P<0.001) quando
comparada com infecciosas.

Figura 10 - Quantificacio de neutrofilos toxicos com Corpusculo de Dohle nos
grupos G1 (saudaveis) e G2 de acordo com o subgrupo de doencas.
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Diferenga estatistica entre os grupos de doengas: doengas inflamatérias nao infecciosas
(a P<0.01) quando comparada a doengas infecciosas; doengas neoplasicas (bb
P<0.001) quando comparada as doencas infecciosas; doengas metabdlicas (ccc
P<0.0001) quando comparada as doencas infecciosas e nas doengas neopldsicas
associadas a doengas infecciosas (d P<0.01) quando comparada com as doengas

infecciosas.

Houve diferenca significativa com relacao a presenca de neutrofilos toxicos totais
entre os grupos GI1(***P<0.0001) quando comparado ao subgrupo das doengas
infecciosas e entre os grupos G1(***P<0.0001) quando comparado ao subgrupo de
doengas traumaticas/ anatdmicas. Esses resultados ressaltam a presenca de neutrofilos
toxicos associados a condi¢des ou respostas inflamatdrias sistémicas e ndo somente a

processos infecciosos localizados como citado por (SEGEV et al., 2006).
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No estudo observou-se a presencga de neutréfilos toxicos totais (2%) na extensao
sanguinea dos gatos do grupo GI, as alteracdes toxicas observadas foram basofilia
citoplasmatica em 30 gatos (0,97%), e Corptsculo de Dohle em 28 gatos (1%).

Na figura 9 houve uma diferenca significativa entre os grupos G1 (***P<(0.0001)
e o subgrupo de doencas infecciosa e entre o grupo G1 (*P<0.01) e o subgrupo de doencgas
traumaticas e anatomicas. No primeiro subgrupo das doengas infecciosas, foram
observadas as seguintes enfermidades: peritonite, cistite, otite, gengivite, dermatite,
esporotricose, Micoplasmose, virus da Leucemia Felina (FeLV). No segundo subgrupo
das doengas traumaticas/anatomicas estdo presentes a seguintes enfermidades: traumas
com fraturas, pneumotdrax, doencas cardiacas e hidrocefalia, ambos os subgrupos
apresentam maior nimero de neutréfilos com basofilia citoplasmatica no esfregaco
sanguineo. A presenga de basofilia acentuada no citoplasma de neutréfilos ¢ indicativo
de inflamagdo grave (GOSSET & CARAKOSTAS, 1985). No estudo observou-se a
presenga moderada da basofilia citoplasmatica nos pacientes com doencas infecciosas ou
com respostas inflamatorias sist€émicas graves.

Na figura 10 observou-se diferenga significativa da presenca de corpusculo de
Dohle entre os grupos G1 (***P<0.0001) e o subgrupo de doengas infecciosa e entre os
grupos G1 (***P<0.0001) e o subgrupo de doengas traumaticas e anatomicas.

Os neutroéfilos toxicos totais observados no G2 de acordo com as doengas foram:
infecciosas (29,5%), traumadtica/anatomicas (23%), neoplasicas associadas com
infecciosas (16%), neoplésicas (12%), metabolicas (10%) e inflamatoria ndo infecciosa
(9,5%). Com relagdo as principais alteragdes toxicas observadas em cada neutr6filos no
grupo G2 foram as seguintes: basofilia citoplasmatica (56%), seguida pelo Corpusculo de
Ddohle (44%) e a vacuolizagao citoplasmatica (2,5%).

Observou-se diferenca significativa entre os subgrupos de doengas com basofilia
citoplasmadtica: inflamatorias ndo infecciosas (a P<0.01) quando comparada a doencgas
infecciosas e nas doencas metabolicas (bb P<0.001) quando comparada com infecciosas.

Também houve diferenga significativa entre os subgrupos de doengas com
corptusculo de Dohle: doencas inflamatorias ndo infecciosas (a P<0.01) quando
comparado a doengas infecciosas, entre as doencas inflamatoérias ndo infecciosas (a
P<0.01) comparada a doengas infecciosas, nas doengas neoplasicas (bb P<0.001) quando
comparada as doencgas infecciosas, nas doencgas metabodlicas (ccc P<0.0001) quando
comparada as doencas infecciosas e nas doencas neoplasicas associadas a doencgas

infecciosas (d P<0.01) quando comparada com as doengas infecciosas.



59

A basofilia citoplasmatica foi a principal alteracao toxica observada em gatos com
neutrofilos toxicos nesse estudo, seguida pela presenca de corpusculos de Dohle, sendo
observada em maior quantidade principalmente nos gatos com doengas infecciosas; como
descrito em estudos anteriores com caes por FAM (2012). J4 em humanos as principais
alteracdes morfologicas em neutrofilos ¢ a granulagdo toxica e corpusculo de Dohle
relacionadas principalmente a infecgdes bacterianas agudas (AL-GWAIZ & BABAY,
2006).

A presenca de alteragdes toxicas em pacientes sauddveis como basofilia
citoplasmatica (0,97%) e corpisculo de Dohle (1%), foi considerada dentro da
normalidade e sem importancia clinica. Segundo HARVEY (2012) e WEISER (2015) e
a presenca de um a dois corpusculos de Ddhle ¢ relatada frequentemente em gatos sadios,
j4& VALENCIANO et al. (2010) cita que independentemente da quantidade de neutrofilos
contendo corptsculo de Dohle em gatos, deve -se sempre a interpretar como uma
alteragao toxica leve.

No presente estudo sua presenca em maior quantidade em gatos foi observada nas
doengas sistémicas; sua presenca no citoplasma de neutréfilos ¢ observada em infecgdes
bacterianas e lesdo teciduais com inflamagdo grave (AROCH et al., 2005; BAIN et al.,
2017). Ja em humanos segundo AL-GWAIZ & BABAY (2006) a presenga do corptisculo
de Dohle ¢ um achado importante nos pacientes com infecgdes bacterianas.

A anélise do esfregaco sanguineo ¢ recomendada, principalmente na suspeita de
pacientes criticos, em doencas inflamatorias para a avaliacao da contagem diferencial e
alteracdes morfologica (FERNANDEZ et al., 2019).

Os resultados das amostras da culturas bacteriologicas dos 17 gatos do grupo G2,
com doencas infecciosas localizadas e sistémicas, estdo apresentadas na Tabela 18,

conforme o modelo de avaliagao estabelecido por FAM (2012) com caes.
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Tabela 18 - Locais e isolamento de bactérias do grupo G2 com doencas infecciosas
localizadas, alteracdo leucocitaria, quantificacio (%) e grau de alteracdes toxicas
em neutroéfilos e prognostico.

Gatos Amostra Bactérias Alteragdo NT% % Alteragdes Toxicas Evolugdo
Leucocitaria e Grau de Alteracao
Toéxica
BC CD VC GT D
1 Swab de Staphylococcus Linfopenia 8% 2 6 - - - Vivo
Lesao em sp. L L
face
2 Swab de Staphylococcus Sem 3% 3 - - - - Vivo
secre¢do do  pseudintermedius ~ Alteragdes L
Ouvido
3 Swab nasal ~ Micrococcus spp. Sem 7% 5 2 - - - Vivo
Alteragdes L L
4 Swab de Micrococcus spp.  Neutrofilia 10% 2 8 - - - Vivo
secrecao M L
nasal
5 Swab de Providéncia Sem 4% 4 - - - Vivo
secrecao alcalifaciens Alteracoes L
nasal
6 Swab de Staphylococcus ~ Leucocitose 8% 1 7 - - - Vivo
secre¢do Spp. M L
nasal
7 Swab de Providéncia Leucocitose 8% 6 2 - - - Vivo
secre¢do alcalifaciens Neutrofilia M L
nasal
8 Swab de Streptococcus Linfopenia 2% - 2 - - - Vivo
secrecao spp. L
nasal
9 Swab de Enterobacter Sem 4% 4 2 - - - Vivo
secregio spp. Alteragoes M L
nasal
10 Swab de Staphylococcus Sem 4% 2 2 - - - Vivo
secrecao Spp Alteragdes L L
ocular
11 Swab de Staphylococcus DNNE 23% 15 8 - - - Vivo
secrecdo de aureus M L
Ferida
(mordida)
12 Efusdo Pseudomonas DNNE 79% 40 39 - - - Obito
Pleural aeruginosa L L
13 Efusdo Escherichia coli DNNE 57% 27 30 - - - Obito
Peritoneal M L
14 Efusao Escherichia coli DNNE T1% 47 18 - 1 1 Vivo
Peritoneal M L L L
15 Efusdo Staphylococcus DNNE 19% 8 11 - - - Vivo
Peritoneal sp. L L
16 Urina Escherichia coli Sem 43% 4 39 - - - Vivo
Alteracoes L L
17 Urina Escherichia coli ~ Neutrofilia ~ 22% 21 1 - - - Obito
Linfopenia M L

BC- basofilia citoplasmatica, CD- Corpusculo de Déhle VC- vacuolizagdo citoplasmatica, GT- granulagdo
toxica, D- donut. Grau de alteragdo toxica: L - Levemente, M - moderadamente. DNNE - desvio nuclear de
neutréfilos a esquerda.
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No presente estudo observou-se a presenca de bactérias Gram positivas e
negativas nas amostras coletadas de locais distintos. Houve a presenca de alteragdes
toxicas em neutrofilos variando sua quantidade e alteracdo toxica, nas infec¢des
localizadas foram observadas menor quantidade de neutréfilos toxicos quando
comparado a infecgdes sistémicas.

Nos gatos com infec¢des bacterianas localizadas as alteragcdes morfologicas em
neutrofilos foram basofilia citoplasmatica e Corpusculo de Dohle com variagdao da
quantificagdo de neutrdfilos toxicos em 8% a 23% (leve a moderada). Cinco gatos
apresentaram quantificacao de altera¢do de neutrofilos < 5%, essa quantidade esta abaixo
na avaliagdo semiquantitativa de alteracdes toxicas (%) em neutrofilos descrita por
HARVEY (2012).

As bactérias do género Staphylococcus sp, foram isoladas com maior frequéncia,
nas lesdes de face, ferida por mordedura, secrecao nasal, oral, ocular, conduto auditivo e
efusdo peritoneal. A bactéria Staphylococcus aureus, possui coagulase positiva, sendo
considerada patogénica (QUINN et al., 2005), podendo induzir nos animais, desde
infec¢des superficiais, como nas doencgas de pele a infecgdes mais graves sist€émicas até
mesmo a septicemia (PETON & LOIR, 2014).

Nos gatos com infecgdes bacterianas sist€émicas as alteracdes morfologicas em
neutr6filos foram basofilia citoplasmatica, Corpusculo de Dohle, granulagido toxica e
donut, maior nimero de neutrofilos toxicos 22 a 79% com o grau de alteragdo toxica leve
a moderada e presenca de mortalidade. A bactéria isolada com maior frequéncia foi a
Escherichia coli, presente na urina e liquido peritoneal. Na formacao do liquido cavitario
a infeccdo geralmente ocorre pelo defeito na parede do intestino ou em outras visceras
devido a obstrucao, infarto ou traumas diretos (BROOK, 2008). Em um gato do estudo
com cistite a unica alteragdo leucocitaria observada foi a presenca acentuada de
neutrofilos toxicos, indicando que sua presenga isolada pode servir como unico
sinalizador hematoldgico de processo infeccioso ou inflamatdrio como citado por SEGEV
et al. (2006) em estudos retrospectivos, em que 47% dos gatos apresentavam somente
neutrofilos toxicos, sem outras alteragdes leucocitarias.

Estudos realizado por WALKER et al. (2010) isolaram bactérias aerdbicas e
anaerdbicas em caes e gatos com piotorax, sendo a Ultima com maior prevaléncia. No
presente estudo a bactéria isolada foi Pseudomonas aeruginosa, que resultou em 79% de

neutrofilos toxicos evidenciando uma importante infecc¢ao sistémica.
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Os resultados obtidos no presente estudo sdo inéditos devido a falta de dados
retrospectivos na literatura com base na avaliagdo da resposta toxica em neutrdfilos
associada as principais bactérias que desencadeiam essa resposta.

Em humanos, a presenga da contagem absoluta de neutrofilos e a granulagdo
toxica foi mais sensivel na suspeita das infec¢des bacterianas, porém em bebés e idosos
o DNNE teve maior sensibilidade (AL-GWAIZ & BABAY, 2006). No atual estudo, o
DNNE foi observado associado com neutrdfilos toxicos em quantidade moderada a
acentuada em pacientes com infecc¢des sistémicas graves.

O grau e numero de neutrofilos toxicos variou com a bactéria isolada e
principalmente com o local da infeccdo; houve diferenca na resposta leucocitdria e
alteragdo toxica entre as infecgdes locais e sistémicas.

No presente estudo verificou-se que a quantidade de neutrofilos toxicos moderada
a acentuada na circulagdo estd correlacionada com a resposta inflamatoria sistémica e
consequentemente a maior gravidade da doenga, sinais clinicos evidentes, alteragdes nos
exames laboratoriais hematologicos e bioquimicos, maior tempo de tratamento e
monitoramento e nao a mortalidade do paciente.

Abaixo estdo as alteracdes tOxicas observadas através da microscopia em
esfregaco sanguineo de gatos do grupo Gl(saudaveis) (Figura 11) e G2 (subgrupo de

doengas infecciosas) (Figuras 12 e 13).

Figura 11 - Neutrofilo segmentado com alteracées toxicas: basofilia citoplasmatica
e Corpusculo de Dohle em extensdoes sanguineas de gatos do grupo G1 (gatos
saudaveis).

’ b
a) neutrofilo segmentado - basofilia citoplasmatics . viel§ "'m‘ = -
leve (seta) - Coloragio MGG - 100X b} neuntréfilo segmentado - corpisculo de Dahle
leve (seta) - Coloracio MGG - 10050
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Figura 12 - Neutroéfilos toxicos: basofilia citoplasmatica, corpusculo de Ddhle,
vacuolizacio citoplasmatica e em forma de “Donut” na extensido sanguinea de gato
do grupo G2 (doentes) com doenca infecciosa (perfuracio intestinal — sepse).

ajbastonete - basofilia citoplasmatica moderada.
b} metamieldcito - basofilia citoplasmatica
~ moderada. Colotacio MGG - 1002

moderada e corpisculo de Dihle leve (seta).

&) nentrofilo em forma de "donut” - Coloracio
MGG - 1003
i i =i =

d} neutrofilo segmentado - basofilia citoplasma :

¢) metamieldcito - basofilia citoplasmatica
moderada e vacuolizagio citoplasmatica leve.
' Coloracio MGG - 100X

) neutrifilo segmentado - basofilia
citoplasmatica moderada e corpisculo de
Dihle moderado - Coloracio MGG - 100X,

Figura 13 - Neutrofilos toxicos: (g) corpusculo de Dohle (h) forma de “Donut” em
extensao sanguinea de gato do grupo G2 - doenca infecciosa - FeLLV.
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s
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MGG - 100
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4.4 CONCLUSAO

Na avaliacao do esfregaco sanguineo dos gatos saudaveis foi observada a presenca
de neutrofilos toxicos em 2% as principais alteragdes toxicas foram basofilia
citoplasmatica e corpusculo de Ddhle.

Nos gatos doentes os neutrofilos toxicos foram observados nos pacientes com as
seguintes enfermidades: infecciosas, metabodlicas, traumatica/anatdmica, inflamatorias
ndo infecciosas, neoplasicas, neoplasicas associadas a infecciosas, gerando quantidades e
tipos diferentes de alteragdes toxicas, principalmente entre infec¢des locais e sistémicas.

Nos gatos com doengas infecciosas que realizaram culturas bacterianas o grau e
numero de neutréfilos toxicos variou com a bactéria isolada e principalmente com o local
da infec¢do; houve diferenca na resposta leucocitaria como DNNE e alteracdo toxica nas
infeccgoes sistémicas.

A avaliacdo de neutrofilos toxicos deve ser realizada pela andlise do esfregacgo
sanguineo e sua presen¢a em maior quantidade indica maior gravidade da doenga, maior

tempo de tratamento.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
' SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
UFPR COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS

CERTIFIC AW

Cenificames que o protecolo almero 03772019, referente ao projeto “Anemia por doenga Inflamatéria em
gates”, sob a responsabilidade Rosangela Locateli Dittrich — que envolve a produgho, mamiengdo o'ou
utilizagdo de animais pertencentes ao fiks Chordata, subfilo Vertebrata (exeeto o homein), para fins de pesguisa
cicnfifica o0 ensing — encontra-se de acorde com o8 preceitos da Lei o 11794, de 8 de Outubro, de 2008, do
Deereto n® 6890, de 13 de julho de 2008, ¢ com as mmas editadas pelo Conselbo Nacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA WO USD DE ANIMAIS
(CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL,
com grau X de invasividade.

Vigdneia do projeto Seternhro/2009 até Margo 2021

Espécie/Linhagem Felis eans (felino)

Mmoo di animais 120

P Tdade 08 g - 12 ka3 meses — 20 anos

S Macho ¢ fEmea

Cirigem Hospital Veteringrio da  Universidade  Federal do Parand e de
proprctinos/particuler — Curitiba, Parsnd/BRA.

CERTIFICATE

We certify that the profocol number 037201%, regarding the project “Anemia for inflammatory disease in
cats” umder Rosangela Locatelli Dittrbch supcrvision — which cludes ihe production, maintenance amd'or
utilization of anumals from Chordata phylum, Vertebrata subplylum {except Humans), for sciendific or teaching
purposes — is in accordance with the precepts of Law o® 11.794, of 8 October, 2008, of Decree o 6,894, of 13
July, 2000, and with the edited rules from Conselhs MNacional de Controle da Experimentagio Animal
(COMNCEA}, and it was approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL
SCIEMCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of
Parand_ Brazil), with degree 2 of invasivencss.

Druration of the project Septermber/ 20019 wiaril March/ 202 |

SpocieLine Felis canus (feling)

Mumber of animals | 208

Wheight' A pe 0.8 ¢ - 12 ka/3 months - M vears

Sex Male and female

Origin Vetermary Hoapital of the Federal University of Parand and privases — Curitiba,
Parand BRA.

Coratiba, 05 de agosto de 2009
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
: SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
l.J F p R COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OFICIO N° 069/2021

Para: Rosingela Locatelli Dittrich
Assunto: Protocolo 037/2019

Prezado(a) pesquisador(a),

Apds avaliagio sobre o pedido de alteragdo de prazo, de margo de 2021 para agosto de 2021, bem
como pedido de alteragio de nimero de animais pesquisados, de 120 para 174, referente ao
projeto/aula sob sua responsabilidade, de protocolo nlmero 037/2019 intitulade “*Anemia por
doenca inflamatdria em gatos™, esta Comissio concorda pela prorrogagio e alteragio de nimero de
animais. tendo em vista fatores que levaram a tal solicitacio.

Curitiba, 19 de novembro de 2021

Atenciosamente,

[ ot

f Alex n'M atorka

I."I Cpui'denadur
Comissio' de Etica no Uso de Animais
AG-UFPR



