UFRGS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

AVALIACAO CITOLOGICA E DE ESTOQUES DE FERRO NA MEDULA
OSSEA DEGATOS JOVENS CLINICAMENTE SAUDAVEIS:

DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA

Nilson Junior da Silva Nunes

Porto Alegre

2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

AVALIACAO CITOLOGICA E DE ESTOQUES DE FERRO NA MEDULA

OSSEA DEGATOS JOVENS CLINICAMENTE SAUDAVEIS:

DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA

Autor: Nilson Junior da Silva Nunes
Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
— UFRGScomo requisito parcial para
obtencdo do titulo deMestre em Ciéncias
Veterinarias

Orientador:  Félix  Hilario Diaz
Gonzalez

Co-orientadora: Stella de Faria Valle

Porto Alegre

2019



O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgédo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.

CIP - Catalogagao na Publicacao

da Silva Nunes, Nilson Junior

AVALIACAO CITOLOGICA E DE ESTOQUES DE FERRO NA
MEDULA OSSEA DE GATOS JOVENS CLINICAMENTE SAUDAVEIS:
DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA / Nilson Junior
da Silva Nunes. —-- 2019,

44 £,

Orientador: Felix Hilario Diaz Gonzalez.

Coorientadora: Stella de Faria Valle.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria, Programa
de Pbés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Porto
Alegre, BR-RS, 20189.

1. Gatos. 2. Medula Ossea. 3. Citologia. 4. Ferro.
5. Mielograma. I. Hilario Diaz Gonzalez, Félix,
orient. II. de Faria Valle, Stella, coorient. III.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automdtica de Ficha Catalogréafica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



Nilson Janior da Silva Nunes

AVALIACAO CITOLOGICA E DE ESTOQUES DE FERRO NA MEDULA OSSEA
DE GATOS JOVENS CLINICAMENTE SAUDAVEIS: DETERMINACAO DE

VALORES DE REFERENCIA

Aprovado em 12 de MAR 2019

APROVADO POR:

Prof. Dr. Félix Hilario Diaz Gonzalez

Orientador e Presidente da Comissao

Prof. Dr. Alexandre Krause

Membro da Comissao

Prof. Dra. RaqueliTeresinha Franca

Membro da Comissao

Prof. Dra. Fernanda Vieira Amorim da Costa

Membro da Comissao



RESUMO

A medula dssea possui a fungdo de producdo de todos os tipos celulares, respondendo
de maneira sensivel a demanda dessas células pelo organismo através da acdo de fatores
de crescimento hematopoiéticos. Assim, a citologia da medula 6ssea é indicadapara
investigar anormalidades encontradas no hemograma ou algumas anormalidades
pontuais, como hipertermia, hipoproteinemia e demais alteracbes de origem
desconhecida. O objetivo deste presente estudo foi avaliar quali e quantitativamente
citologias obtidas por aspirados de medula Ossea de felinos jovens clinicamente
saudaveis, determinando valores de referéncia para o mielograma, bem como avaliar 0s
parametros do metabolismo do ferro. Para isso, foram analisados aspirados de medula
Ossea de 41 felinos domésticos jovens, clinicamente saudaveis, de ambos 0s sexos, sem
raca definida e sorologicamente negativos para retroviroses. Em relagcdo ao metabolismo
do ferro, foram avaliados o ferro sérico, a capacidade total e livre de ligagdo do ferro,
transferrina e o indice de saturacdo de transferrina, além da presenca de estoques de
ferro da medula 6ssea. Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade dos dados e os testes T e Mann-Whitney para verificar a diferencas entre
machos e fémeas, além da estatistica descritiva com avaliacdo de média, desvio padrdo
(DP), mediana e intervalo de confianca de 95%. Do total de citologias de medula 6ssea
analisadas, 23 eram de fémeas (56,1%) e 18 de machos (43,9%), com idade média de
1,8 anos (6 meses a 5 anos). A contagem celular diferencial e classificagdo das medulas
Osseas foram realizadas em todas as amostras. Na avaliagdo do mielograma, apenas 0s
metarrubricitos apresentaram diferenca significativa entre machos e fémeas, enguanto
que na avaliacdo do metabolismo do ferro, a capacidade total e livre de ligacdo do ferro
e a transferrina mostraram diferencas. Em relacdo a avaliacdo dos estoques de ferro da
medula dssea desses animais, 11 (26,8%) apresentavam estoque de ferro positivo na
medula 0ssea através da avaliacdo dos esfregacos e confirmados pela coloracéo de azul
da Prassia. Destes, 9 (81,8%) eram fémeas e 2 (18,2%) eram machos. Conclui-se que
existem certos padrdes de populacGes especificas que podem variar quando comparados
com trabalhos ja existentes. O presente trabalho propde novos valores de referéncia para
contagens celulares de medula 6ssea em felinos jovens clinicamente saudaveis, além de

confirmar a presenca de depdsitos de ferro na medula dssea destes animais.

Palavras-chave:mielograma; citologia; linhagens celulares; ferro.



ABSTRACT

Bone marrow has a production function of all cell types, responding to the body's
ability to defend cells through the action of hematopoietic growth factors. Thus,
cytology of the bone marrow is indicated to investigate abnormalities found without
hemogram or some specific abnormalities, such as hyperthermia, hypoproteinemia and
other changes of unknown source. The present study was evaluated quantitatively and
qualitatively cytological by bone marrow aspirates from healthy cats, determining
reference values for the myelogram, as well as iron metabolism parameters. For this,
bone marrow aspirates were analyzed from 41 healthy adult domestic cats, of both
sexes and without breed and serologically negative alterations for retroviruses. In
relation to iron metabolism, serum iron, total and free iron binding capacity, transferrin
and transferrin saturation index, as well as the presence of iron stores in the bone
marrow were evaluated. The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the normality
of the data and the T test and Mann-Whitney test to verify the differences between males
and females, as well as the descriptive statistics with mean, standard deviation (SD),
median and interval confidence of 95%. Of the total number of bone marrow cytologies
analyzed, 23 were females (56.1%) and 18 males (43.9%), with a mean age of 1.8 years
(6 months to 5 years). The differential cell count and bone marrow classification were
performed in all samples. In the evaluation of the myelogram, only the metarrubycites
showed a significant difference between males and females, whereas in the evaluation
of the iron metabolism, total and free iron binding capacity and transferrin showed
differences. In relation to the evaluation of the bone marrow iron stores of these
animals, 11 (26.8%) presented positive iron stores in the bone marrow through the
smears evaluation and confirmed by Prussian blue coloration. Of these, 9 (81.8%) were
females and 2 (18.2%) were males. It is concluded that there are certain patterns of
specific populations that may vary when compared to existing works. The present work
proposes new reference values for bone marrow cell counts in healthy cats, besides

confirming the presence of iron deposits in the bone marrow of these animals.

Keywords:myelogram; cytology; cell lines; iron.
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1 INTRODUCAO

A medula 6ssea é considerada um o6rgdo hematopoiético e linfoide primério,
possuindo um tecido estruturado em microambientes que fornecem o suporte estrutural
e nutricional para a diferenciacdo, proliferacdo, maturacdo e liberagdo ordenada de
todos os tipos celulares sanguineos (SHARKEY & HILL, 2010; HARVEY, 2012). A
funcdo principal da medula 6ssea é a producéo, principalmente de células das linhagens
eritroide, mieloide e megacariocitica, respondendo de maneira sensivel ao aumento da
demanda dessas células levando em consideracdo fatores de crescimento
hematopoiéticos (SHARKEY & HILL, 2010).

O exame citoldgico da medula 6ssea é indicado para investigar anormalidades
encontradas no hemograma como citopenias e trombocitoses persistentes, leucocitoses,
alteracdes morfologicas atipicas de células no sangue periférico,presenca de células
imaturas na circulacdo, além de hiperproteinemia, hipercalcemia ou hiperglobulinemia
em pacientes com febre persistente de origem desconhecida ou ainda anormalidades nas
células sanguineas periféricas que ndo possuem ligacdo com o estado clinico ou com
outros diagndsticos (HARVEY, 2012; RASKIN& MESSICK, 2012). Outras indicacdes
sdo no acompanhamento do estadiamento de condices neoplasicas e investigacdes de
afeccdes parasitarias, como € o caso da leishmaniose (TURINELLIet al., 2015).

O ferro € um mineral que participa de inimeros eventos metabolicos no
organismo, em especial na sintese de hemoglobina e na participacdo como cofator
enzimatico de diversas enzimas (WIJAYANTI& KATZ, 2004).Na analise do
metabolismo do ferro, podem ser realizadas mensuracdes de ferro sérico, transferrina e
seus indices de saturacdo e de ligacdo total e livre, presenca de depositos de ferro na
medula Ossea, além das avaliagdes hematolégicas completas (NAIGAMWALLA;
WEBB; GIGER,2012). O nimero de hemossiderdfagos nas espiculas de aspirados de
medula éssea é um indicativo de ferro armazenado, que deve estar aumentado nos casos
de inflamacdo cronica e na anemia imunomediada, onde a fagocitose de eritrocitos esta
aumentada (GRINDEM; NEEL; JUOPPERI, 2002). Esses depositos de ferro, até entédo,
ndo foram encontrados em aspirados de medula 6ssea de felinos jovens clinicamente
saudaveis.

Estudos relacionados a doencas que atingem direta ou indiretamente a medula

Ossea dos gatos ja foram realizados, como infecgdes por virus da imunodeficiéncia



felina (FIV), virus da leucemia felina (FeLV) ou virus da panleucopenia felina
(SHIMODAet al., 2000; WEISS, 2006; HARTMANN, 2011; HARTMANN, 2012;
WEEDEN et al., 2016). Contudo, tornam-se necessarios estudos que avaliem a citologia
de aspirados de medula éssea, divididos entre machos e fémeas,considerando um
namero maior de felinos jovens clinicamente saudaveis do que a utilizada atualmente de
Jain, 1993, que utiliza apenas sete gatos, ndo diferenciando entre os sexos (JAIN, 1993).
O presente trabalho tem como principal objetivo avaliar e quantificar os tipos celulares
encontrados em citologias obtidas por aspirados de medula 6ssea de gatos clinicamente
saudaveis, estimando diferengas entre os sexos, caracterizando valores de referéncia
para o mielograma, bem como avaliar os parametros do metabolismo do ferroeavaliar a

presenca de depositos de ferro na medula 6ssea desses animais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Medula 6ssea

A medula dssea, aléem de ser o 6rgdo hematopoiético mais importante nos animais
adultos, também possui funcbes de orgao linfoide primario (HARVEY, 2012).Além
disso, como principal formador das células do sangue periférico, sua fungdo inclui o
total reabastecimento das sérieseritroide e mieloide, agindo diretamente no transporte de
oxigénio, e na defesa do organismo e equilibrio dos mecanismos de manutencdo da
coagulacdo(SHARKEY & HILL, 2010).

Fisicamente, a medula éssea é encontrada no interior da grande maioria de todos
0S 0ss0s, como costelas, vértebras e extremidades de 0ssos longos como fémur e imero
(STOCKHAM & SCOTT, 2011). Sua estrutura é composta por tecido adiposo ou
medula 6ssea amarela, sendo que animais jovens possuem menor quantidade de tecido
adiposo, enquanto que os animais velhos apresentam maior quantidade; e tecido
hematopoiético propriamente dito, composto pela medula 6ssea vermelha, que é
responsavel pela producdo e maturacdo das células sanguineas(HARVEY, 2012). Na
medula 0ssea vermelhaestdo presentes os compartimentos de producdo das origens das
séries mieloide,eritroide e megacariocitica, além das células de origem néo-
hematopoiéticas (SHARKEY & HILL, 2010).

2.2 Citologia da medula dssea

O exame citolégico da medula 6ssea € indicado para investigar, além de
anormalidades encontradas no hemograma, como anemias pouco ou nao regenerativas,
neutropenias, trombocitopenias e leucocitoses persistentes, alteracdes morfologicas
atipicas de células no sangue periférico, presenca de células imaturas na circulacao,
hiperproteinemia, hipercalcemia, hiperglobulinemia, em pacientes com febre persistente
de origem desconhecida ou demais alteracGes ou anormalidades nas células sanguineas
periféricas que ndo possuem associagdocom estado clinico, exame fisico ou outros
exames, como analises bioquimicas ou ultrassonograficas (HARVEY, 2012; RASKIN
& MESSICK, 2012, TURINELLI& GAVAZZA, 2018). Outras indicagdes séo
noestadiamento de condi¢bes neoplasicas, como linfoma e mastocitoma, além de
investigacOes de afecgdes parasitarias, como é o caso da leishmaniose e ehrlichiose
(RASKIN& MESSICK, 2012, TURINELLlet al.,2015).
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Em gatos, os aspirados de medula Gssea sdo realizados sob anestesia geral e
analgesia leve (HARVEY, 2012). Ap6s a inducdo anestésica deve ser realizada a
tricotomia e antissepsia no local de puncdo, que pode ser a tuberosidade proximal do
umero, fossa trocantérica femoral, e a crista iliaca (REAGAN et al., 2011). Porém,
sugere-se a coleta do imero proximal em felinos, sendo considerado um local associado
a uma maior taxa de sucesso nas coletas, por proporcionar uma amostra de melhor
qualidade e uma coleta rapida,visto que o acesso é mais facilitado (BYERS, 2017). Para
0 procedimento em cdes e gatos, utiliza-se uma agulha de coleta de medula 6ssea do
tipo Rosenthal estéril de calibre 15 a 18 G por 1 a 2 polegadas e aspiradas com seringa
de 10 mL contendo aproximadamente 1 a 2 mLde solucdo de EDTA-K: a 4,5% diluida
em solucdo salina isotbnica (RASKIN & MESSICK, 2012; HARVEY, 2012). Apos a
aspiracdo da medula 6ssea, o material obtidoé depositado em uma placa de Petri para a
selecdo das espiculas e realizagdo dos esfregacos através da técnica de squash, sendo as
laminas dos esfregacos de medula Ossea coradas com corante do tipo
Romanosky(HARVEY, 2012; BYERS, 2017). Outras coloracbes como as
bacteriolégicas de Gram e técnicas citoquimicas, podem ser aplicadas para favorecer a
identificacdo de celulas de dificil diferenciacéao morfolégicae
microorganismos(RASKIN, 2010; HARVEY, 2012).

Na avaliagcdo citologica sisteméatica da medula déssea, em primeiro momento,
sdodeterminadas a celularidade e a populacdo celular geral, analise da linhagem
megacariocitica, além da identificacdo de possiveis agentes infecciosos(Leishmaniaspp.,
Histoplasmaspp., Cytauxzoonspp., etc.) (HARVEY, 2012). Na classifica¢do e contagem
diferencial celularsdo consideradas a avaliacdo da linhagem eritroide (rubriblastos, pré-
rubricitos, rubricitos e metarrubricitos) e avaliacdo da linhagem mieloide (mieloblastos,
pré-mieldcitos, mieldcitos, metamieldcitos, neutréfilos bastonetes e segmentados,
eosindfilos e basofilos) bem como as contagens de plasmacitos, mondcitos, linfocitos e
macrofagos, e avaliagdo da linhagem megacariocitica (megacariocitos) (HARVEY,
2012; RASKIN& MESSICK, 2012, STACY & HARVEY, 2017). Na linhagem
megacariocitica, 0s megacarioblastos e 0s megacariocitos sdoquantificadose avaliados
morfologicamente usando uma objetiva de 200x e 1.000x, respectivamente, e a relacdo
mieloide:eritroide (M:E) é calculada baseada na quantidade, em porcentagem, de celulas
das linhagens eritroide e mieloide(JAIN, 1993; MORITZ et al., 2010; HARVEY, 2012;
RASKIN & MESSICK, 2012).
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Usando uma objetiva de 100x, a avaliacdo do estoque de ferro na medula €
realizadaatravés da visualizagdo dos acumulos de ferro em hemossiderdfagose
confirmadautilizando a coloracdo especifica de azul da Prussia, a qual detecta
quantidades muito pequenas de ferro, assim, o nuimero de hemossideréfagos nas
espiculas da medula 6ssea € indicativo da quantidade de ferro armazenado (HARVEY,
2012; STACY& HARVEY, 2017).Para essa coloragdo, os esfregacos de medula
Osseasdo corados com uma solucdo de acido cloridrico para desnaturacdo de proteinas
fixadas ao ferro, seguida de uma adicdo de ferrocianeto de potassio que liga as
moléculas de Fe*, resultando em uma coloragdo azul (RADAKOVICH & OLVER,
2017).

2.2.1Linhagemeritroide

A eritropoiese é a proliferacdo progressiva da diferenciacdo de células-tronco
hematopoiéticas em progenitores eritroides (OLVER, 2010).0 progenitor mieloide
comum da origem ao progenitor megacariocito-eritrocito que, por sua vez, se diferencia
em progenitores megacariocitos e progenitores eritroides, estes Ultimos, estimulados for
fatores de crescimento, ddo origem a série eritroide (HARVEY, 2012). O rubriblasto é o
primeiro precursor eritroide que pode ser identificado no esfregaco de citologia, seguido
do pré-rubricitoe assim formando a linhagem eritroide imatura (HARVEY, 2012;
RASKIN& MESSICK, 2012).Apos essa fase de multiplicacdo, ocorre a maturacao e
diferenciacdo do pro-rubricito em rubricito, metarrubricito, reticulécito e hemaécia
anucleada, estabelecendo assim a linhagem eritroide madura (OLVER, 2010;
HARVEY, 2012).

Morfologicamente, os precursores eritroides sdo menores que os da linhagem
mieloide, com nucleo mais redondo e cromatina mais condensada, variando também o
grau de basofilia citoplasmatica(STACY& HARVEY, 2017). A medida que esses
precursores vao maturando e diferenciando, o nucleo vai diminuindo até ser expulso da
célula, formando por fim, a hemécia madura, que serd liberada para a circulagdo
(HARVEY, 2012; STACY& HARVEY, 2017).

2.2.2Linhagemgranulocitica
Nos mamiferos, a linhagemgranulocitica é originada a partir de células-tronco
pluripotencial hematopoiética, originando células progenitoras mieloides comuns, que

por sua vez se diferenciam em células progenitoras granulociticas, que dardo origem a
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série granulocitica (RADIN & WELLMAN, 2010). A primeira célula da linhagem
granulocitica identificada no esfregaco de medula déssea é o mieloblasto, que inicia sua
multiplicacdo até se diferenciar em pro-mielécito, formando assim a linhagem mieloide
imatura (HARVEY, 2012; STACY& HARVEY, 2017). A linhagem mieloide madura se
inicia com o pro-mieldcito, que da origem ao mieldcito e, por sua vez, se diferencia em
metamieldcito, bastonete e granuldcitos maduros, sendo o neutréfilo segmentado o mais
encontrado (HARVEY, 2012).

Em comparacdo a série eritroide, a linhagem granulocitica é formada por células
maiores, com ndcleo mais variavel e com cromatina mais frouxa e menos condensada
(HARVEY, 2012; STACY& HARVEY, 2017). Durante o processo de maturacdo, 0s
granulos citoplasmaticos secundarios tornam-se evidentes a partir da diferenciacdo do
mielocito, assim, ele pode direcionar a sua diferenciacdo em trés tipos celulares:
neutréfilos (granulos incolores), eosinéfilos (granulos rosa) e basofilos (granulos
basofilicos-azulados) (RADIN & WELLMAN, 2010; STACY& HARVEY, 2017).

2.2.3Linhagensmegacariociticas, monociticase linfociticas

Os megacariocitos sdo derivados de células progenitoras megacariocitos-
eritroides (BOUDREAUX, 2010). A linhagem megacariocitica é formada inicialmente
por megacarioblastos, apresentando elevada rela¢do nucleo:citoplasma (N:C), nucleo
unico e citoplasma intensamente basofilico,porém, estes sdo dificeis de serem
diferenciados morfologicamente; seguidos por pré-megacariocitos e megacariocitos,
podendo ser encontrados entre 5 al5 megacariocitos por campo (RIZZI,
CLINKENBEARD; MEINKOTH, 2010; HARVEY, 2012; STACY& HARVEY, 2017).

A linhagem monocitica inicia sua maturacdo a partir do monoblastoedo proé-
mondcito, também de dificil diferenciacdo morfolégica com corantes de rotina, seguido
domondcito propriamente dito, que se apresenta quase idéntico ao que se encontra
presente no sangue periférico(HARVEY, 2012).

A linhagem linfocitica é formada inicialmente pelos linfoblastos, seguida por
pro-linfocitos epequenos linfocitos(R1ZZI; CLINKENBEARD; MEINKOTH, 2010;
HARVEY, 2012).
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2.2.4Demais células

Os mastocitos sdo raramente identificados na medula ¢ssea de animais
saudaveis, podendo ser encontrados acima dos valores de referéncia nos casos de
metastases de mastocitomas (STACY& HARVEY, 2017). Os macrofagos podem conter
restos fagocitados intracitoplasméaticos, como hemossiderina, sendo também pouco
visualizados (HARVEY, 2012).Osteoclastos, osteoblastos, fibrocitos e células
endoteliais podem ser encontradas em filhotes de gato, enquanto que, em adultos, sua
deteccdo € rara,sendo encontrados em situagdes de remodelamento dsseo (HARVEY,
2012; RASKIN& MESSICK, 2012; STACY & HARVEY, 2017).

Os plasmacitos sao facilmente identificados por possuirem um nucleo esférico e
excéntrico e uma zona mais clara perinuclear contendo o complexo de Golgi
(HARVEY, 2012). Esse tipo celular pode estar em maior nimero nos casos de
estimulacdo antigénica ou no mieloma multiplo(HARVEY, 2012; RASKIN&
MESSICK, 2012). Podem também ser chamadas de células de Mott, quando se
apresentarem com inclus@es intracitoplasmaticas basofilicas arredondadas (STACY &
HARVEY, 2017).

2.3Metabolismo do ferro

O ferro,além de ser essencial para inumeros processos fisiologicos no
metabolismo celular,tem como funcdo principal o transporte de oxigénio através da
hemoglobina, além de ser componente de mdltiplas enzimas, incluindo
citocromos,necessarias para a geracdo de energia (CRICHTON, 2016;
PANTOPOULOSet al, 2012; WITMER, 2013). A maioria do ferro funcional esta
contido na hemoglobina, e em menores quantidades na mioglobina e citocromos
(CRICHTON, 2016).0 ferro é estocado no figado como ferritina, principal proteina de

armazenamento, ouna medula 6ssea comohemaossiderina (HARVEY, 2008).

O Fe* procedente da dieta deve ser solubilizado a partir do &cido cloridrico no
estbmago e, em sua forma Fe?*, é absorvido no duodeno por meio de uma proteina
chamada proteina transportadora de metal bivalente 1 (DMT1)(BRASSE-LAGNELet
al., 2011; NAIGAMWALLA; WEBB; GIGER, 2012). Apds absorvido, ele tem duas
rotas possiveis, ser transportado na circulacdo para dentro das células ou desviado para
armazenamento por uma proteina presente no plasma chamada transferrina
(NAIGAMWALLA; WEBB; GIGER, 2012). Quando requerido pelo organismo, as
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moléculas de ferro sdo transportadas dos enterdcitos para a transferrina no plasma,
através da ferroportina (WEISS, 2010; BRASSE-LAGNELet al., 2011).

A dieta é uma fonte de ferro, porém, como a maior parte do ferro esta presente
na hemoglobina, outra fonte importante de ferro se da através da fagocitose de hemaécias
senescentes (ANDREWS, 2008; GANZ & NEMETH, 2011).As altera¢Bes bioquimicas
da membrana das hemécias senescentes fazem com que os macrofagos no bago e
medula dssea, e as células de Kupffer no figado,reconhecem e sinalizam sua fagocitose,
degradacéo e reciclagem, assim, o ferro é estocado no proprio macréfago ou exportado
para ferroportina (DONOVAN; ROY; ANDREWS,2006). Apo6s exportado, o Fe?* sera
oxidado a Fe®* e transportado pela transferrina até a medula 6ssea, para ser reutilizado e
participar da hemoglobinizacdo de novas hemécias com auxilio de macrofagos
especializados na medula 6ssea, chamados nurse cells (CHUNG &WESSLING-
RESNICK, 2003; KNUTSON &WESSLING-RESNICK, 2003).

A transferrina possui dois sitios com alta afinidade pelo Fe3*, assim, quando o
ferro esta ligado atransferrina, sua incorporacgdo € iniciada pela ligacdo desse complexo
a um receptor especifico na superficie das células, iniciando o mecanismo de sua
captacdo (DONOVAN; ROY; ANDREWS, 2006; HARVEY, 2008; ANDREWS,
2008). Depois de reduzido a Fe?*, o ferro é liberado pela transferrina e transferido para
o citosolda célula pela DMT-1 (BRASSE-LAGNELet al., 2011). A integracéo do ferro
ao anel de protoporfirina ird formar o grupamento heme e, em combinacdo com as
cadeias de globina, formardo a molécula de hemoglobina (HARVEY, 2008;
NAIGAMWALLA; WEBB; GIGER, 2012).

As reservas corporais sdo reguladas para fornecer a quantidade de ferro
adequada as necessidades celulares, ja que o corpo ndo possui mecanismo para excretar
ferro em excesso (LAWEN&LANE, 2013). O efluxo de ferro € regulado pelahepcidina,
um hormonio produzido pelos hepatécitos, que pode inibir a absorcdo do mineral no
duodenopela degradacdo da ferroportina (BRASSE-LAGNELet al.,2011;GANZ
&NEMETH, 2011;BOHN, 2013). Assim, a producdo de hepcidinadiminui nos casos de
deficiéncia de ferro e em situaces de aumento da eritropoiese ou aumentana sobrecarga
de ferro no organismo e em casos de inflamacdo(CRICHTON, 2016; GRIMES; GIORI;
FRY, 2012).

Na avaliacdo do status do ferro podem ser incluidos hemograma completo

(hemoglobina, volume corpuscular médio [VCM], concentracdo de hemoglobina
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corpuscular média [CHCM], contagem de reticuldcitos),concentracdo sérica de ferro,
capacidade total e livre de ligacdo do ferro,transferrina e seu indice de saturacdo e
concentracdo de ferritinaalem analise hepatica para avaliacdo do figado e sua producéo
de hepcidina(HARVEY, 2008; BOHN, 2013).Mensuracdes dos receptores de
transferrina sdo utilizados na medicina humana, porém, ndo existem estudos
consistentes na medicina veterinaria (BOHN, 2013). A mensuracéo de hepcidinapossui
variacOes relacionadas as espécies,antigenicidade limitada e depuracdo rapida da
proteina (HILTON & LAMBERT, 2008; MALYSZKO, 2009; GRIMES; GIORI; FRY,
2012).
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RESUMO

Background:O tecido da medula fornece o suporte estrutural e nutricional para todos os
tipos celulares sanguineos, tendo como funcdo principal a producdo de todas as
linhagens celulares. O mielograma € indicado na investigacdo de citopenias e
leucocitoses persistentes, aléem de avaliacbes do estadiamento de neoplasias, como
linfoma e mastocitoma. Estudos relacionados a doencas que afetam a medula 6ssea de
felinos ja foram realizados, porém, tornam-se necessarios estudos que avaliem a
citologia de aspirados de medula dssea de gatos clinicamente saudaveis e possiveis
variacdes entre machos e fémeas, considerando um numero maior de felinos jovens
clinicamente saudaveis do que a utilizada atualmente.

Obijetivo:Avaliar e quantificar os tipos celulares de citologias de aspirados de medula
Ossea, determinando valores de referéncia para 0 mielograma, investigar a presenca de
estoques de ferro na medula dssea de felinos jovens clinicamente saudaveis, além de
mensurar as concentracdes de ferro sérico, transferrina, indice de saturacdo de
transferrina e capacidade total e livre de ligacdo com ferro e comparar com os estoques
de ferro observados nos esfregacos de medula 6ssea.

Materiais e Meétodos:Foram obtidos aspirados de medula Ossea de 41 felinos
jovensclinicamente saudaveis, de ambos os sexos e sem raca definida e sorologicamente
negativos para FIV e FeLV.A analise sistematica dos aspirados de medula 6ssea levou
em consideracdo o nimero e a morfologia celular de todas as linhagens (eritroide,
mieloide, megacariocitica), além de outros tipos celulares, como plasmdcitos,
monacitos, linfocitos e macréfagos. Baseada no total de células das linhagens mileoide
e eritroide, foi calculada a relacdomieloide:eritroide (M:E). Para a analise do
metabolismo do ferro, foram determinados os valores de ferro sérico, transferrina,

indice de saturacéo de transferrina e capacidade total e livre de ligagdo com ferro.Além
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da estatistica descritiva com avaliacdo de média, desvio padrdo (DP) e mediana, foi
verificada a normalidade dos dados através do teste de Kolmogorov-Smirnov e as
diferencas entre os sexos através dos testes T e de Mann-Whitney. Foi utilizado o
programa SPSS v20.0 e consideradoum intervalo de confianca de 95%.

Resultados:Um total de 41 aspirados de medula 6ssea foram analisados, sendo 23
fémeas (56,1%) e 18 machos (43,9%), com idade média de 1,8 anos (6 meses a 5 anos).
Na avaliagdo do mielograma, apenas 0s metarrubricitos apresentaram diferenca
significativa, sendo mais encontrados em fémeas, bem como na avaliagdo do
metabolismo do ferro, a capacidade total e livre de ligagcdo do ferro e a transferrina
também apresentaram valores maiores nas fémeas. Em relacdo a avaliacdo dos estoques
de ferro da medula 6ssea desses animais, 11 (26,8%) apresentavam estoque de ferro
positivo na medula Ossea através da avaliacdo dos esfregacos e confirmados pela
coloracédo de azul da Prdssia, sendo 9 (81,8%) fémeas e 2 (18,2%) machos.
Conclusdo:Conclui-se que existem variacBesna citologia da medula éssea, quando
comparados os valores de referéncia de Jain, 1993. A variacdo dos valores das
contagens apresentadas dos gatos pode vir a estabelecer novos valores de referéncia
para contagens celulares de medula d&ssea de gatos jovens clinicamente
saudaveis.Confirma-se a hipétese de que felinos jovens clinicamente saudaveis estocar
ferro na medula 6ssea, sendo que o acimulo € mais frequente nas fémeas. Esse deposito

pode estar relacionado principalmente ao sexo.

Palavras-chave: mielograma; felinos; citologia; transferrina; classificagdo celular.

INTRODUCAO
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O tecido da medula Gssea é estruturado em microambientes que fornecem o
suporte estrutural e nutricional para a diferenciacdo, proliferagdo, maturacéo e liberagéo
ordenada de todos os tipos celulares sanguineos.*Por ser um tecido dindmico, a medula
Ossea é capaz de responder funcional e estruturalmente em resposta ao aumento da
demanda celular para produgdo das linhagens eritroide, mieloide e megacariocitica,
através de estimulos de fatores de crescimento hematopoiéticos e sua interagdo com o
microambiente que o circunda.?3

O exame citoldgico da medula 6ssea é indicado para investigar anormalidades
encontradas no hemograma, como anemias pouco ou nao regenerativas, neutropenias,
trombocitopenias e leucocitoses persistentes, alteracdes morfologicas atipicas
observadas no sangue periférico, presenca de células imaturas na circulacao,
hiperproteinemia, hipercalcemia, hiperglobulinemia,pacientes com febre persistente de
origem desconhecida ou demais alteracbes hematoldgicas que ndo possam ser
explicadas pelo histdrico, avaliacdo clinica e exames complementares, como analises
bioquimicas e exames de imagem.'*®QOutras indicagdes incluem estadiamento de
neoplasias, como linfoma e mastocitoma, além de investigacbes de afeccOes
parasitarias.*®

Outra analise importante na avaliacdo da medula éssea de felinos é a presenca de
depdsitos de ferro, jA que este € um mineral que participa de indmeros eventos
metabolicos no organismo, dentre eles a homeostase celular; na sintese de hemoglobina;
participando diretamente no transporte de oxigénio; a sintese de DNA,; formacdo do
coldgeno; producdo de mielina; funcbes do sistema imune e no metabolismo
energético.’Além disso, o ferro é cofator de diversas enzimas, como as citocromos,
necessarias para producio de energia e metabolizacdo de certas drogas.® No plasma, o

ferro é transportado para os tecidos através da proteina transferrina, porém, a maior



75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

21

parte do ferro esté ligada a hemoglobina, além de estar também presente na mioglobina,
em algumas enzimas e macrofagos.’Diversos estudos relacionados a doengas que
afetam direta ou indiretamente a medula 6ssea dos pacientes felinos j& foram realizados,
principalmente nas infecgdes retrovirais como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e virus da leucemia felina (FeLV) e infecgdes com o virus da panleucopenia felina. 101
Contudo, para comparacdes dos achados na medula de pacientes doentes, tornam-se
necessarios valores de referéncia de felinos jovens clinicamente saudaveis.

A maioria do ferro funcional esta contido na hemoglobina, e em menores
quantidades na mioglobina e citocromos, sendo estocado no figado como ferritina,
principal proteina de armazenamento, ou na medula dssea como hemossiderina.5’Até
0 presente momento, nenhum estudo objetivou investigar a presenca de estoques de
ferro de medula dssea de felinos clinicamente saudaveis, sendo este identificado apenas
em animais doentes. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar e quantificar
os tipos e linhagens celulares encontrados em citologias obtidas por aspirados de
medula 6ssea, determinando novos valores de referéncia, bem como verificar a
existéncia de depositos de ferro na medula Ossea de felinos jovens clinicamente
saudaveis, mensurando também os niveis de ferro sérico, transferrina, indice de

saturacdo de transferrina e capacidade total e livre de ligacdo com ferro.

MATERIAIS E METODOS
Selecdo dos animais e coleta das amostras

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (processo n° 34023). Neste estudo, foram utilizados 41
felinos jovens clinicamente saudaveis, atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre (Brasil) e encaminhados
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para castracdo eletiva, durante operiodo de janeiro a outubro de 2018.Foram
considerados aptos para o estudo felinos domeésticos jovens de ambos 0s sexos,
independente de raca, vermifugados e com protocolos vacinais concluidos, que néao
apresentavam historico de quadro anémico ou doenca recente, clinicamente saudaveis e
com resultado negativo para as FIV e FeLV no ensaio imunoenzimatico. Pacientes que
apresentaram quaisquer alteracGes no exame clinico, que estivessem em tratamento
medicamentoso ou que apresentassem doencas concomitantes foram excluidos do
estudo.Os tutores dos animais selecionados assinaram um termo de consentimento para
o0 procedimento de coleta de medula dssea e participacdo do projeto.

Apos avaliagdo clinica dos gatos, onde foram aferidos pardmetros como indice
de desidratacdo, temperatura corporal, tempo de preenchimento capilar, ausculta
cardiopulmonar, frequéncia respiratoria e cardiaca, foi obtido sangue periférico por
puncdo da veia jugular, posteriormente a antissepsia (alcool 70%), com auxilio de
agulha 21G (BD Vacutainer, Brasil) na seguinte ordem: 3 mL em tubos secos para 0s
testes bioguimicos e exame imunoenzimatico e 2 mL em tubos com anticoagulante
etilenodiaminotetracéticodipotassico (EDTA-K2) para hemograma e contagem de
plaquetas.

Os aspirados de medula 6ssea foram realizados sob anestesia geral e analgesia
leve.Foi utilizado o protocolo composto dos seguintes farmacos: tiletamina/zolazepam
(4 mg/kg-1, IM) e cloridrato de tramadol (2 mg/kg-1, IM) como MPA (medicacéo pre-
anestésica), propofol (2 mg/kg-1, IV) parainducdo e isoflurano (ao efeito) para
manutencdo, além disso, foi realizado bloqueio no local da puncdo, com lidocaina 2%
(sem vasodilatador; 0,15-0,2 ml/kg). Apds a inducdo anestésica foram realizadasa
tricotomia e antissepsia (&lcool 70%) no local de puncdo (Umero proximalesquerdo-

entre o tubérculo maior e a cabeca do umero), com agulha especifica paracoleta de
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medula déssea (Rosenthal) de 15 ou 18 G e aspiradas com seringa de 10 mL contendo
aproximadamente 2 mL de solugdo de EDTA-K2 a 4,5% diluida em solugdo salina
isotdnica. Apds a aspiracdo da medula 6ssea o material foi depositado em uma placa de
Petri para a selecdo das espiculas e realizacdo dos esfregacos através da técnica de
squash. Trés laminas dos esfregacos de medula 6ssea de cada animalforam coradas com

corante de Wright e avaliadas em microscopio optico.

Anélises de hematologia, bioquimicaclinica e imunoensaio rapido

As amostras de sangue em tubos com EDTA-Kzforam utilizadas para o
hemograma em  analisador  hematoldgico  automatico  (ProCyte = DX
HematologyAnalyzer, ldexxLaboratories, EUA). O hematdcrito foi confirmado pelo
método de microhematdcrito a 9.520 gpor cinco minutos(MicrocentrifugaThermo
FisherScientific,Langenselbold,Germany). A contagem diferencial, a obtencdo da
estimativa plaquetaria e a analise do esfregaco sanguineo foram realizadas através de
microscopia 6ptica (Pandtico rapido, Laborclin, Brasil), todos pelo mesmo observador.

Para complementar a avaliacdo laboratorial dos felinos, as amostras sem
anticoagulante foram centrifugadas a 2.000 gpor cinco minutos (Centrifuga Excelsa Il
206L, Fanem, Brasil) para obtencédo de soro, e assim, destinados a analise dos seguintes
parametros por método colorimétrico enzimético: albumina, ALT (alanina
aminotransferase), creatinina, ureia, FA (fosfatase alcalina), globulinas e proteinas
totais. Todas as analises foram realizadas com kits comerciais conforme instrugdes do
fabricante em um espectrofotdmetro automatico (CM 200, WienerLabGroup,
Argentina). O soro obtido para os testes bioquimicos também foi utilizado para a
realizacdo do teste de imunoensaio rdpido para deteccdo de antigeno de FelLV e

anticorpo de FIV (Snap FIV/FeLV Combo Test, IdexxLaboratories, EUA).
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Andlises de medula 6ssea

A analise da medula 6ssea foi realizada de maneira sistemética previamente
descrita, avaliando, por ordem, a celularidade e quantidade de espiculas por lamina;
presenca de particulas como depésitos de ferro; megacariocitos; presenca de células do
estroma e células hematopoiéticas; relacdo mieloide:eritroide (M:E); avaliacdo
morfolégica e sequéncia de maturacdo das linhagens megacariocitica, eritroide e
mieloide, além da presenca de células imaturas e morfologia de demais células como
plasmocitos, linfocitos e mondcitos.>®Todas as interpretacdes foram avaliadas
juntamente com o hemograma e analises bioquimicas.

Na avaliagdo citoldgica da medula 6ssea foram utilizadas apenas amostras com 3
- 10 espiculas/lamina. As amostras que apresentassem hemodiluicdo ou auséncia de
celularidade foram excluidas da analise. Depois de coradas, foi avaliada e estimada, em
porcentagem, a celularidade geral de cada lamina, usando a objetiva de 10x. A avaliacdo
levou em consideracdo a verificacdo da populacdo celular em geral e da qualidade das
espiculas, seguida de contagem diferencial de 1.000 células e analise morfolégica em
microscopio Optico na imersdo com uma objetiva de 1.000x.

Para a avaliacdo morfoldgica e contagem diferencial, foram consideradas as
linhagens eritroide imatura (rubriblastos e pro-rubricitos), eritroide madura (rubricitos e
metarrubricitos), mieloide imatura (mieloblastos e pré-mieldcitos) e mieloide madura
(mieldcitos, metamieldcitos, neutrofilos bastonetes e segmentados, eosinoéfilos e
basofilos). Além disso, foram realizadas as avaliagdes morfoldgicas e a contagem de
plasmécitos, monaocitos, linfécitos e macréfagos, bem como da linhagem
megacariocitica (megacariécitos). Na linhagem megacariocitica, 0s megacarioblastos e

megacaridcitos foram quantificados e avaliados morfologicamente usando uma objetiva
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de 10x e 100x, respectivamente. A relacdo M:E foi calculada baseada em quantidade,
em porcentagem, de células das linhagens eritroide e mieloide, e comparada com
estudos ja descritos.!®Bidpsias de material para exame histopatologico ndo foram
realizadas.

A avaliacdo do estoque de ferro na medula foi realizada utilizando a avaliagéo
direta em l&mina, através da visualizacdo de macrdfagos contendo hemossiderina, e
confirmada utilizando a coloracdo especifica de azul da Prassia, a qual detecta
quantidades pequenas de ferro.l® Para essa coloragdo, os esfregacos de medula dssea
foram corados com uma solucdo de &cido cloridrico para desnaturacdo de proteinas
fixadas ao ferro, seguida de uma adicdo de ferrocianeto de potassio que liga as

moléculas de Fe3*, resultando em uma coloragéo azul.*°

Analise dos metabolitos do ferro

Para a analise do metabolismo do ferro, foram determinadas por método
colorimétrico, os valores de ferro sérico (ug/dL), a capacidade total (ug/dL)e livre de
combinacdo do ferro (pg/dL), a transferrina(mg/dL) e o indice de saturacdo de
transferrina (%), além da avaliacdo dos pigmentos de ferro na medula dssea através de
coloracdo de azul da Pruassia.A partir da capacidade total de ligacdo do ferro obteve-se
ovalor da transferrina (TRF) pela formula:TRF (mg/dL) = capacidade total de ligacdo
com ferro x 0,7. Os indices de saturagdo da transferrina (IST) foram obtidos pela

formula: IST (%) = (ferro sérico/capacidade total de ligacdo do ferro) x 100.

Anéliseestatistica
Primeiramente, todas as analises foram submetidas ao teste de Kolmogorov-

Smirnov para verificar a normalidade dos dados.?’As variaveis que apresentaram
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distribuicdo paramétrica foram descritas pela média e desvio padrdo e as variaveis que
apresentaram distribuicdo ndo paramétrica foram descritas pela mediana, minimo e
méaximo. Foi utilizado o programa SPSS v20.0 e para as variaveis com distribuicdo
paramétrica, foram utilizados o teste Teste T para verificar a existéncia de diferencas
significativas entre machos e fémeas, e o teste de Mann Whitney para as variaveis com

distribuicdo ndo paramétrica, considerado um intervalo de confianca de 95%.

RESULTADOS

Foram obtidos 41 aspirados de medula &ssea que foram analisados
concomitantemente com os valores bioquimicos e hematolégicos. Do total de animais
amostrados, 23 eram fémeas (56,1%) e 18 machos (43,9%), com idade média de 1,8
anos (6 meses a 5 anos). A contagem celular diferencial e classificacdo das medulas
6sseas foram realizadas em todas as amostras (Tabela 1) e os valores demonstrados por
sexo (Tabela 2). Os parametros com distribuicdo anormal foram celularidade,
megacaridcitos, mieldcitos, rubricitos, rubriblastos, pro-rubricitos, plasmdcitos,
monacitos, macrofagos, baséfilos e mitoses tipicas, 0os demais apresentaram distribuicédo
normal. Somente os metarrubricitos apresentaram diferenca significativa entre machos e
fémeas. Os resultados das avaliagdes hematoldgicas e das mensura¢des bioguimicas do
sangue periférico estdo na Tabela 3 e 4.

Em relacdo ao metabolismo do ferro, os pardmetros com distribui¢do anormal
foram capacidade total de ligacdo do ferro, capacidade livre de ligagdo do ferro e
transferrina, os demais apresentaram distribuicdo normal. Somente a concentragédo
média do ferro sérico ndo apresentou diferenga significativa entre machos e fémeas
(Tabela 5). Os resultados de ferro sérico, capacidade total e livre de combinagdo com

ferro, transferrinae o indice de saturacdo de transferrina estdo demonstrados na Tabela
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6. Em relacdo a avaliacdo dos estoques de ferro da medula 6ssea desses animais, 11
(26,8%) apresentavam estoque de ferro na medula 6ssea visualizando os macrdfagos
contendo granulos de hemossiderina, e confirmado utilizando a coloragdo especifica de
azul da Prassia (Figura 1). Dos 11 felinos com estoque de ferro na medula, 9 (81,8%)

eram fémeas e 2 (18,2%) eram machos.

Figura 1. Aspirado de medula
6ssea felina. Coloragdo especifica
de azul da Prassia evidenciando
depositos de ferro de coloragdo
azul-esverdeada (1.000x).

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a contagem diferencial de células da medula 6ssea de
felinos jovens clinicamente saudaveis com o objetivo de determinar valores de
referéncia considerando um numero maior de animaise dividindo-0s entre sexo,
comparando com estudos de Jain, 1993, que utilizou apenas 7 gatos.

Os valores da contagem diferencial, quando comparados com a referéncia
utilizada atualmente*®demonstraram que e a hiperplasia eritroide esteve presente em

mais da metade dos felinos amostrados (53,3%). Quando comparados com os valores de



245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

28

referéncia, 16 felinos foram classificados com discreta a moderada hiperplasia eritroide
sem presenca de anemia (Hematdcrito 33,6% =+ 4,8).%Este aumento pode ter
influenciado na presenca de reduzida relagdo M:E e aumento da porcentagem da
linhagem eritroide. Somente a porcentagem de metarrubricitos apresentou diferenca
significativa entre os sexos, sendo maior nas fémeas. Atualmente, os valores de
referéncia consideram um pequeno nimero de animais e, quando comparado com as
médias obtidas, nota-se que alguns animais foram identificados com distlrbios da
linhagem, principalmente eritroide.’® Porém, essa hiperplasia ndo é justificavel
clinicamente ou por exames laboratoriais, j& que 0s animais apresentavam-se nao
anémicos e ndo passaram por situacdes de regeneracdo eritroide.Nos casos de
hiperplasia eritroide em felinos, deve-se avaliar se esse distirbio estabelece
concordancia com a condicdo clinica do paciente ou com situagfes que cursem com
processos regenerativos.>!®  Assim, evita-se que pacientes sejam identificados
erroneamente com disturbios de hiperplasia.

A hiperplasia linfocitica é estabelecida quando a contagem de pequenos
linfocitos € superior a 20% do total de células nucleadas associada a linfocitose.!Com
relacdo aos linfocitos, quando comparado os valores obtidos a referéncia, 10/41 (24,4%)
dos gatos apresentaram hiperplasia e apenas um dos 10 felinos apresentava discreta
linfocitose. Destes, a hiperplasia linfocitica foi considerada relativamente discreta em 7
animais, com aumentos inferiores a 5% do limite superior.®Dois animais com aumentos
superiores a 5% do limite superior de referéncia haviam recebido pelo menos uma dose
de vacina recente, 0 que poderia assim, explicar a possivel hiperplasia linfocitica. Os
demaisanimais apresentavam protocolos vacinais concluidos, ndo sofrendo influéncia
sobre estimulagdo antigénica por vacinagao recente, apontando queo aumento discreto

da linhagem linfocitica na contagem celular pode estar relacionado com a idade dos
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felinos, j& que animais jovens tem seu sistema imune ainda sendo estimulado e em
constante desenvolvimento.?

Na linhagem eosinofilica, em comparacdo com valores de referéncia, a
hiperplasia foi observada em trés felinos (7,3%), sendo que 2/3 apresentavam
eosinofilia, confirmando esse aumento da linhagem eosinofilica na medula déssea. Esta
variacdo da linhagem eosinofilica pode estar relacionada a carga parasitaria dos felinos.
Assim,torna-se importante sugerir que os valores de referéncia consideremavaliacéo
prévia de exames parasitolégicos de fezes dos animais, bem como protocolo de
vermifugagdoe tratamento de ectoparasitos recente.??A hiperplasia basofilica foi
observada em apenas um animal (2,4%), sem possuir significado especifico.

A hipoplasiaeosinofilica foi a segunda mais observada, estando 10 animais
(24,3%) dentro desta categoria. Para Jain®®, o ideal é possuir > 0,8% de eosindfilos,
sendo que os valores encontrados nestes 10 animais ficaram entre 0,17 — 0,67%. Em
18/41 felinos (43,9%), os valores de plasmadcitos (média de 0,17%) estavam abaixo da
referéncia atualmente utilizada.*®Ja ahipoplasiamieloide apareceu em dois casos (4,8%)
e, a diminuicdo desses valores foi discreta, ficando apenas 2% abaixo do valor
encontrado por Jain'®. Em relacdo as linhagens de megacaridcitos, monocitos,
macrofagos e a porcentagem de mitoses tipicas encontradas ndo obtiveram diferencas
quando comparados com os valores de referéncia atual.'®%30Os valores das contagens
celulares de basofilos, eosindfilos e plasmaécitos foram os que mais se diferenciaram dos
encontrados na literatura atual.’® Isto se deve ao fato de que a presenca destas células
nas contagens diferenciais de citologias de medula 6ssea podem ser nulas ou préximas a
zero, tornando as médias, medianas e intervalos pequenos. Sendo assim, uma pequena
variacdo de diferenca ja pode incluir os animais na categoria de hipoplasia na linhagem

analisada, apesar dessa diminuicdo ndo ser extremamente significativa. E importante
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salientar que intervalos de referéncia baseados em uma populacdo tém sido muito
utilizados na medicina veterinaria, porém a quantidade de animais amostrados deve ser
levada em consideraco.?>2*Além disso, as analises para determinagdo de valores de
referéncia de uma populacéo especifica devem estimar pequenas variagdes climaticas e
bioldgicas naturais dos individuos, visto que existem diferencas entre populacfes, como
condigdes climéticas e sazonais, de dieta, estilo de vida, ambiente, idade, protocolos
vacinais e vermifugacdes que podem causar variagdes nos novos intervalos.?>2

Em relagdo aos estoques de ferro, 11 de 41 gatos amostrados apresentaram
depositos de ferro na medula 6ssea, até 0 momento, desconhecem-se relatos que referem
a presenca destes depdsitos na medula 6ssea de felinos jovens clinicamente saudaveis.
Considerando as avaliagdes clinicas, hematoldgicas, bioquimicas, além dos indicadores
do metabolismo do ferro, a presenca dos depdsitos de ferro na medula 6ssea dos felinos
ndo ocorreu devido a situacdes de disturbios ou doengas, agudas ou crénicas.

A presenca de possiveis processos inflamatorios mascarados causando alteracdes
no metabolismo do ferro é improvavel, visto que a capacidade total de ligacdo do ferro
ndo estava abaixo dos valores de referéncia, e a concentracdo de transferrina, bem como
o mielograma dos felinos estavam dentro dos valores de referéncia.?’?0 indice de
saturacdo de transferrina encontrado foi de 24,5%, que demonstra a relacdo entre a
concentracdo sérica de ferro e a capacidade total de ligacdo do ferro, e deve estar entre
20% e 50%, quando abaixo de 20% indica deficiéncia de ferro.?® Animais mais jovens
possuem uma demanda maior desse mineral, assim, ja que a média de idade dos animais
foi de 1,8 anos, os gatos do estudo poderiam estar estocando ferro para que este se torne
disponivel devido & demanda hematopoiética acentuada.?®

No organismo, o ferro é obtido por duas vias principais, a primeira, por absor¢do

intestinal pelos enterdcitos do epitélio duodenal, e a segunda pela reciclagem do ferro
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nas hemacias mais velhas.?® A dieta pode nio ter interferéncia na presenca de depdsitos
de ferro na medula dssea, ja que, como a grande maioria do ferro no organismo esta
ligada & hemoglobina, a fagocitose pelos macréfagos na reciclagem do ferro eritrocitario
é a principal fonte de aporte de ferro. 2°-31

Os depdsitos de ferro foram encontrados em maior quantidade na medula dssea
das fémeas, bem como os valores da capacidade total de ligagdo do ferro, capacidade
livre de ligacéo do ferro e transferrina. A menor quantidade de ferro sérico encontrado
nas fémeas, embora sem diferenca significativa relacionado ao sexo, associado aos
aumentos das capacidades total e livre de ligacéo do ferro, pode fazer com que ocorram
depdsitos na medula dssea, ja que este estd em menor quantidade na circulacdo. As
glandulas mamérias tanto de caninos quanto de felinos acumulam grandes
concentracfes de ferro, assim, esta pode ser uma hipoGtese para maior ocorréncia de
depositos de ferro na medula dssea das fémeas.®? Estudos realizados com ratos
demonstram que o estrogénio das fémeas associado a citocromos e NADPH formam
radicais livres de superéxido, que reduzem o Fe®* em Fe?*, causando a liberacdo de
ferro, que pode vir a ser estocado na medula 6ssea.®

Estudos em cdes demonstram que o ferro possui valores circulantes variados de
acordo com o periodo do dia e com o nivel de cortisol, porém em felinos esse fator
ainda n3o foi estudado.3* A maioria das coletas foram realizadas no periodo matutino,
diminuindo assim possiveis fatores de diferencas de horario de coleta. Em relagdo a
raca, todos os felinos foram classificados como SRD (sem raga definida), assim, este
fator também nédo foi implicado na variacdo nos achados de depoésitos de ferro na
medula Ossea. N&o foram realizadas as mensuracGes de ferritina felina devido a
auséncia de reagentes comerciais especificos para esta dosagem, aliada a baixa

especificidade de outros estudos com reagentes humanos.®® Porém, é interessante inferir
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que, de acordo com os aumentos encontrados nas mensuragfes do metabolismo do
ferro, a concentragdo de ferritina nesses animais, principalmente nas fémeas,
provavelmente estaria elevado, ja que a ferritina € o Gnico metabdlito que possui relagdo
significativa com os estoques de ferro.®

No presente trabalho pode-se concluir que existem certos padrdes de distribuicéo
das populagdes celulares especificas que podem variar, inclusive entre os sexos, quando
comparados com Jain, 1993. Considerando que foram avaliados gatos jovens
clinicamente saudaveis, a variacdo dos valores encontrados pode vir a estabelecer novos
valores de referéncia para contagens celulares de medula dssea para esses animais.Os
valores encontrados nesse estudo das mensuragdes de ferro sérico, capacidade total e
capacidade livre de combinacdo do ferro, transferrina e indice de saturacdo de
transferrinapara gatos, machos e fémeas podem ser utilizados como rotina e como
valores de referéncia para a espécie. Além disso, por este achado, pode-se comprovar
que, felinos jovens clinicamente saudaveis, principalmente gatas fémeas, podem fazer
depdsitos de ferro na medula 6ssea, sem ter qualquer relacdo aparente com sindromes
ou doencas, sejam elas agudas ou crbnicas. Contudo, sugere-se que novos estudos sejam
realizados com gatos de outras idades e deoutros ambientes para confirmar esses

achados.
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Tabela 1-Avaliacdo dos aspirados de medula dssea de felinos machos e fémeas clinicamente saudaveis.

Parametro Referéncial® Total (n=41) Machos (n=18) Fémeas (n=23) P

Celularidade (%) 25 - 75* 80 (50 -85) 80 (50 -85) 80 (50 -85) 0,957
Megacariocitos (campo/10x) 5-15 7(3-10) 7 (3-10) 7(3-10) 0,947
Relacdo Mieloide:Eritroide 1,21-2,16 1,12 + 0,46 1,25 + 0,47 1,02+ 0,44 0,112
Eritroide maduro (%) 11,2 - 39,8 39,26 + 10,66 36,25 + 8,71 41,62 + 11,61 0,206
Eritroide imaturo (%) 0-24 1,62 £ 0,54 1,62 £ 0,54 1,62 £ 0,65 0,968
Rubriblastos (%) 0-08 0,43(0-1) 0,33 (0,16 - 1) 0,48 (0-1) 0,533
Pré-Rubricitos (%) 0-16 1,15+0,41 1,19+0,44 1,11+0,38 0,702
Rubricitos (%) 8,6 - 23,2 13,6 (8,3 —40) 13,7 (8,3-33,1) 13,5 (8,56 — 40) 0,783
Metarrubricitos (%) 1-104 23,3+6,02 21,2 £5,87 24,99 £ 5,72 0,045
Mieloide maduro (%) 24,6 -59,8 39,79 £ 9,27 41,88 £ 8,73 38,16 £ 9,54 0,206
Mieloide imaturo (%) 0-34 1,77 £0,78 1,92 £ 0,66 1,66 £ 0,87 0,302
Mieloblasto (%) 0-04 0,33 (0-0,97) 0,33 (0,16 — 0,66) 0,33 (0-0,97) 0,817
Pro-Mieldcito (%) 0-3 1,42 +0,72 1,57 + 0,62 1,31+0,78 0,989
Mieldcitoneutrofilico (%) 0,6-8 3,07+1,32 3,25 1,47 2,93+1,21 0,450
Metamielocito (%) 4,4 -13.2 3,65+ 1,56 3,64 £1,65 3,66 £1,53 0,977
Neutrdfilos bastonetes (%) 12,8-16,6 521+241 57124 4,84 £2,36 0,259
Neutréfilos segmentados (%) 6,8 —22 26,08 £+ 8,29 275+7,44 24,92 + 8,89 0,318
Eosindfilos (%) 0,8-3,2 158+1,22 1,38+ 1,09 1,74 £1,31 0,356
Linfocitos (%) 11,6-21,6 16,41 +7,83 17,39+ 7,26 15,63 £ 8,33 0,483
Monacitos (%) 0,2-1,6 0,50 (0,17 — 1,46) 0,50 (0,17 - 1,17) 0,67 (0,22 — 1,46) 0,540
Basofilos (%) 0-04 0 (0-0,66) 0 (0 -0,66) 0(0-0,33) 0,246
Plasmdcitos (%) 02-18 0,33 (0-1,83) 0,33 (0-1,43) 0,32 (0-1,83) 0,490
Macréfagos (%) 0-0,2 0(0-1) 0(0-0,5 0(0-1) 0,226
Mitoses tipicas (%) 0-2 0(0-0,67) 0(0-0,67) 0(0-0,33) 0,353

Dados paramétricos apresentados pela mediana (min-méx), com significancia obtida pelo teste Mann Whitney.
Dados nao paramétricos apresentados pela média e desvio padrdo, com significancia obtida pelo Teste T.

*Varidveis conforme a idade do animal (jovens > 75% células e idosos >75% de gordura)

36
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Tabela 2- Valores de média, desvio padrdo (DV), maximo, minimo e mediana de felinos machos (n=18) e fémeas clinicamente saudaveis (n=23).

Média DP Maximo Minimo Mediana
Parametro
Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos
Celularidade (%) 74,35 76,39 13,59 10,54 85,00 85,00 50,00 50,00 80,00 80,00
Megacaridcitos (campo/10x) 6,70 6,72 2,32 1,67 10,00 10,00 3,00 3,00 7,00 7,00
Relacdo Mieloide:Eritroide 1,02 1,25 0,44 0,47 2,04 2,18 0,32 0,44 0,90 1,16
Eritroide maduro (%) 41,62 36,25 11,61 8,71 70,89 57,70 26,33 22,17 38,83 36,75
Eritroide imaturo (%) 1,62 1,62 0,55 0,54 2,83 2,50 0,33 0,83 1,67 1,67
Rubriblastos (%) 0,46 0,42 0,24 0,24 1,00 1,00 0,00 0,16 0,48 0,33
Pro-Rubricitos (%) 1,11 1,19 0,38 0,44 1,95 1,83 0,33 0,60 1,00 1,08
Rubricitos (%) 16,55 14,99 7,83 5,63 40,00 33,10 8,56 8,30 13,50 13,70
Metarrubricitos (%) 24,99 21,21 5,72 5,87 35,22 32,60 16,50 11,50 24,50 20,65
Mieloide maduro (%) 38,16 41,88 9,54 8,73 59,67 53,83 21,67 24,49 36,83 43,42
Mieloide imaturo (%) 1,66 1,92 0,87 0,66 3,33 3,17 0,33 1,12 1,50 1,83
Mieloblasto (%) 0,33 0,33 0,18 0,16 0,97 0,66 0,00 0,16 0,33 0,33
Pro-Mielécito (%) 1,31 1,57 0,78 0,62 3,00 2,83 0,16 0,66 1,14 1,54
Mielécitoneutrofilico (%) 2,93 3,25 1,21 1,47 5,00 6,60 0,66 1,00 2,83 2,92
Metamieldcito (%) 3,66 3,64 1,53 1,65 6,83 6,60 1,50 1,50 3,44 3,33
Neutrdfilos bastonetes (%) 4,84 5,70 2,36 2,44 10,17 10,00 1,83 2,30 4,50 4,95
Neutrofilos segmentados (%) 24,92 27,56 8,89 7,44 48,30 38,30 10,60 12,75 23,00 27,30
Eosindfilos (%) 1,74 1,38 1,31 1,09 5,85 4,15 0,17 0,17 1,50 1,17
Linfécitos (%) 15,63 17,39 8,33 7,26 31,3 30,00 1,67 1,75 14,67 17,22
Mondcitos (%) 0,65 0,57 0,32 0,27 1,46 1,17 0,22 0,17 0,67 0,50
Basdfilos (%) 0,03 0,08 0,08 0,17 0,33 0,66 0,00 0,00 0,00 0,00
Plasmacitos (%) 0,45 0,50 0,48 0,44 1,83 1,43 0,00 0,00 0,32 0,33
Macréfagos (%) 0,16 0,06 0,25 0,13 1,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00
Mitoses tipicas (%) 0,05 0,10 0,10 0,18 0,33 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00




Tabela 3-Resultados dos valores hematoldgicos de felinos machos e fémeas clinicamente saudaveis.

Parametro Referéncia® Total(n=41) Machos (n=18) Fémeas (n=23)
Eritrécitos (10%/uL) 6-10 82+14 8,3+1,6 8,1+1,3
Hemoglobina (g/dL) 8-15 109+1,6 11+2,2 109+11
Hematocrito (%) 24-45 35 (26 — 45) 35 (35 -46) 34 (26 - 38)
VCM (fL) 39-55 41,2 +35 41,1+3 415+39
CHCM (%) 31-35 32,5(30-41,2) 32,4 (30 - 34) 32,5(30,3-41,2)
Plaquetas (103 pL) 200-800 343,8£119,2 310,1+121,1 362,2 +118,5
Leucdcitos totais (/uL) 5000-19500 11100 (4600 — 23800) 11000 (5300 —20000) 11250 (4600 — 23800)
Neutrdéfilos bastonetes (/L) 0-300 0 (0-188) 0(0-98) 0 (0-188)
Neutrofilos segmentados (/L) 2500-12500 7400 + 4100 6991 + 3381 7689 + 4749
Eosindfilos (/uL) 100-1500 605 (0 —6188) 485 (0 — 2256) 786 (110 — 6188)
Linfocitos (/uL) 1500-7000 3356 + 1800 3076 + 1626 3222 £ 1612
Mondcitos (/pL) 0-850 174 (0 — 880) 174 (0 - 880) 147 (0 — 768)

Tabela 4-Resultados dos valores dos testes bioguimicos de felinos machos e fémeasclinicamente saudaveis.

Variavel Referéncia®® Total (n=41) Machos (n=18) Fémeas (n=23)
Albumina (g/dL) 2,6-33 3,17 +£0,22 3,18 0,22 3,17 £ 0,22
ALT (U/L) <83 53 (2 - 128) 60 (13 — 128) 40 (2 - 112)
Creatinina (mg/dL) 08-18 0,98 + 0,23 0,99 £0,24 0,97 £0,23
FA (U/L) <93 59 (19 — 265) 75 (27 — 217) 59 (19 -265)
Globulina (g/dL) 26-51 3,6 (2,7-5,5) 3,8(2,7-53) 3,3(2,8-55)
Proteina Total (g/dL) 54-78 6,8 (5,9-8,4) 6,9 (59-8,2) 6,7 (6 —8,4)
Ureia (mg/dL) 32 54 54 (38 — 76) 52 (38 — 76) 55 ( 43 — 75)
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Tabela 5- Valores médios de concentracdo de ferro sérico, capacidade total de ligacdo do ferro, capacidade livre de ligacdo do ferro, transferrina e

indice de saturacédo de transferrina em gatos fémeas e machos clinicamente saudaveis.

Parametro Referéncia® Total (n=41) Machos (n=18) Fémeas (n=23) P

Ferro Sérico(ug/dL) 68 — 215 78 (36 — 147) 82,5 (36 — 147) 74,5 (47 - 124) 0,423
Capacidade total de ligacao do ferro (ug/dL) 290 331,3+59,6 279 £52,2 343 £ 49,2 0,002
Capacidade livre de ligacdo do ferro (ug/dL) 105 - 205 231,1 £ 66,2 195,6 + 67,9 266,6 +42,2 0,003
Transferrina (mg/dL) - 2179+41,7 195,3 + 36,5 2405+34,4 0,002
indice de saturacfo da transferrina (%) 20-50 24,5 (11 - 59) 32 (11 - 59) 21 (15-33) 0,044
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Tabela 6 - Valores de média, mediana, desvio padrdo, maximo e minimo deparametro

dometabolismo do ferro em gatos clinicamente saudaveis.

Parametro/Referéncia® Resultados
Ferro sérico (68 — 215 pg/dL) 78 (36 — 147)
Média 79,6
Mediana 78
Desvio Padréo 24,4
Maximo 147
Minimo 36
Capacidade total de ligacao do ferro (290 pg/dL) 331,3+59,6
Média 311,3
Mediana 313
Desvio Padréo 59,6
Maximo 465
Minimo 184
Capacidade livre de ligacdo com ferro (105 — 205 pg/dL) 231,1+66,2
Média 231,1
Mediana 236
Desvio Padrao 66,2
Méaximo 378
Minimo 101
Transferrina (mg/dL) 2179 +417
Média 217,9
Mediana 219,1
Desvio Padréo 41,7
Maximo 325,5
Minimo 128,8
indice de saturagéo da transferrina (%) 24,5 (11 -59)
Média 26,5
Mediana 24,5
Desvio Padrdo 11
Maximo 59,3
Minimo 11,3

40



41

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel verificar que existe variacdo na contagem diferencial
das células da medula 6ssea em comparagdo com os valores de referéncia descritos por
Jain, 1993 para felinos domésticos. Tais variagcbes podem ndo ser significativas de
doencas ou sindromes, uma vez que as condi¢des clinicas dos gatos ndo demonstravam
alteracdes. Assim, os achados deste trabalho podem estabelecer novos valores de
referéncia para contagens celulares de medula 6ssea de gatos jovens clinicamente
saudaveis.

Os valores para ferro sérico, capacidade total e capacidade livre de combinacao
do ferro, transferrina e indice de saturacdo de transferrinapara gatos, machos e fémeas
jovens clinicamente saudaveis, encontrados podem ser utilizados como rotina e como
valores de referéncia para a espécienoslaboratorios de patologia clinica veterinaria. Este
estudo também comprova que gatos jovens clinicamente saudaveis podem fazer
depdsitos de ferro na medula 6ssea, sem ter qualquer relacdo com sindromes ou
doencas, sejam elas agudas ou cronicas. Contudo, sugere-se que novos estudos sejam
realizados com gatos de outras idades e de outros ambientes para confirmar esse achado.
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