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RESUMO

Contribuicdo para o estudo da utilizacdo de fatores estimuladores de colbnias de
granulécitos no maneio de doencas associadas a neutropénia em caes e gatos: estudo

retrospetivo de 30 casos clinicos (2011 — 2016)

A neutropénia € um achado hematologico que se encontra associado a varias afecdes no céo
€ no gato e, ao ser responsavel pelo estabelecimento de um estado de imunossupressao,
contribui de modo significativo para o agravamento da morbilidade e mortalidade dos doentes.
No sentido de reverter a neutropénia e prevenir as suas consequéncias, podem ser
administrados fatores estimuladores de colénias de granulécitos recombinantes humanos
(rhG-CSF) que aceleram a producdo e diferenciacdo dos neutrofilos na medula 0ssea e
causam a sua saida para o sangue. Assim, esta dissertagdo teve como objetivo avaliar
retrospetivamente a utilizagdo de rhG-CSF em varias doencas em canideos e felideos, de
modo a contribuir para um maior conhecimento do seu uso em medicina veterinaria.

Neste estudo, os rhG-CSF foram administrados a animais com neutropénia induzida pela
infecdo por parvovirus canino e felino (60,0%), por farmacos citotéxicos (20,0%) e hipoplasia
da medula 6ssea (20,0%). A maioria destes animais apresentou-se com neutropénia grave
(46,7%), seguida de neutropénia moderada (33,3%) e ligeira (20,0%).

A utilizacdo dos rhG-CSF foi avaliada através de hemogramas realizados antes da primeira
administracdo e ap6s 48 horas. Em todos os grupos foram encontrados aumentos
significativos nas contagens absolutas dos leucécitos totais e neutréfilos. No grupo amostral
de animais com infe¢éo por parvovirus foi também observado um aumento significativo no
namero de mondcitos, linfocitos e eosindfilos. Uma diminuigdo na contagem dos eritrécitos foi
ainda encontrada no grupo de animais com infegdo por parvovirus e mielotoxicidade
secundaria a farmacos citotéxicos, mas o seu significado é questionavel.

Como segunda parte deste estudo foi feita uma analise individual dos casos clinicos, na qual
se verificou que a taxa de resposta aos rhG-CSF foi de 73,3%. Para além disto, foi ainda
investigada a existéncia de associagao entre a taxa de resposta e outras variaveis registadas,
tendo-se encontrado uma associagdo com a etiologia (p = 0,041) e o desfecho clinico,
classificado como alta médica ou 6bito (p = 0,001).

Apesar do pequeno tamanho da amostra estudada, os resultados da presente dissertacéo
sugerem que a utilizacdo de rhG-CSF em cées e gatos apresenta efeitos terapéuticos
benéficos a nivel hematoldgico, sendo bem tolerados quando administrados em protocolos de

curta duragao.

Palavras-chave: cdo, gato, neutropénia, fatores estimuladores de colénias de granulécitos,

filgrastim, lenograstim.






ABSTRACT

Contribution to the study of the use of granulocyte colony-stimulating factors in the
management of diseases associated with neutropenia in dogs and cats: retrospective
study of 30 clinical cases (2011 — 2016)

Neutropenia is a hematological finding that can be caused by a diversity of diseases in dogs
and cats and, by being responsible for an immunocompromised state, contributes significantly
to patient morbidity and mortality. In order to reverse neutropenia and prevent its
consequences, human recombinant granulocyte colony-stimulating factors (rhG-CSF) can be
used, which are drugs that increase neutrophil production and differentiation in the bone
marrow and their release into the blood. The aim of this dissertation was to retrospectively
evaluate the use of rhG-CSF in various clinical conditions in canine and feline patients,
contributing to a greater knowledge of their use in veterinary medicine.

In this study rhG-CSF were administrated to animals with neutropenia induced by canine and
feline parvovirus infection (60,0%), by cytotoxic drugs (20,0%) and bone marrow hypoplasia
(20,0%). The majority of these animals presented with severe neutropenia (46,7%), followed
by moderate (33,3%) and mild neutropenia (20,0%).

The use of these drugs was evaluated through complete blood counts performed before the
first administration and after 48 hours. In all groups significant increases on total leukocyte and
neutrophil counts were observed. In the sample group of animals with parvovirus infection a
significant increase in the number of monocytes, lymphocytes and eosinophils was also found.
A decrease in the number of erythrocytes was also seen in the group of animals with parvovirus
infection and myelotoxicity secondary to cytotoxic drugs, but its meaning is questionable.

As a second part of this study, an individual analysis of the clinical cases was made, which
showed that the overall response rate to rhG-CSF was 73,3%. Moreover, associations
between the response rate and other variables were investigated and it was encountered an
association with etiology (p = 0,041) and clinical outcome, classified as hospital discharge or
patient death (p = 0,001).

Despite the small sample size, the results of the present dissertation suggest that the use of
rhG-CSF in dogs and cats brings beneficial therapeutic effects on a hematological level and

are well tolerated when administered in short protocols.

Keywords: dog, cat, neutropenia, granulocyte colony-stimulating factors, filgrastim,

lenograstim.
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Capitulo | - Descricdo das atividades desenvolvidas durante o estagio

1. Organizagao do estégio curricular

O estagio curricular, incluido no ambito do plano de estudos do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria, foi realizado na area de Clinica de Animais de Companhia, no Hospital
Veterinario das Laranjeiras (HVL), sob a orientacdo do Dr. Luis Cruz. O periodo do estagio
teve a duracdo aproximada de 1040 horas, com inicio a 31 de Agosto de 2015 e término a 29
de Fevereiro de 2016, estando organizado em turnos rotativos com carga horéaria de 40 horas
semanais. Dado o HVL ter disponibilidade de atendimento permanente — 24 horas por dia,
todos os dias do ano — os turnos englobavam o periodo da manha (9-17h), da tarde (14-22h)

e, uma ou duas vezes por semana, da noite (21-9h).

2. Atividades desenvolvidas
Com o objetivo de desenvolver as competéncias tedricas e praticas e proporcionar contacto
com a realidade de um ambiente hospitalar, os estagiarios tém a oportunidade de se envolver
nas diferentes valéncias da area clinica, nomeadamente medicina interna, cirurgia,
internamento, meios complementares de diagndstico e urgéncias.
Relativamente a medicina interna, foi possivel assistir a consultas e participar ativamente na
elaboracdo da histéria clinica, na realizacdo de exames fisicos e na preparacao e
administracdo de medicacao oral e injetavel, havendo, quando oportuno, uma discussao do
plano de diagndstico e tratamento com o médico veterinario responsavel. Nesta medida, a
casuistica do hospital permitiu acompanhar consultas de medicina preventiva (profilaxia
médica, check-ups gerais peridédicos e programas de perda de peso em animais obesos), de
seguimento de doentes com afe¢fes cronicas, assim como consultas de primeira opinido e
de referéncia das variadas especialidades (gastroenterologia, nefro-urologia, cardiologia,
oncologia, dermatologia, endocrinologia, hematologia, pneumologia, oftalmologia, reprodugéo
e obstetricia, neurologia e ortopedia). No HVL também foi possivel assistir, embora com menor
frequéncia, a consultas da especialidade de exéticos, sendo 0s animais mais comuns
lagomorfos, roedores e passeriformes. Deste modo, o tempo despendido na medicina interna
permitiu ndo sé desenvolver o raciocinio clinico e consolidar os conhecimentos acerca da
abordagem a variadas situacdes, mas também aperfeicoar a capacidade de comunicacéo
através da interacao diaria com os clientes.
Na area da cirurgia, as funcdes do estagiario tém inicio nos procedimentos pré-cirargicos
através da instituicdo do acesso venoso, administracdo da pré-medicacao, tricotomia e
antissepsia do campo cirdrgico, inducéo anestésica e entubacédo endotraqueal do animal com
posterior conexdao ao aparelho de anestesia inalatéria e aos aparelhos de monitorizacao.
Durante a cirurgia, 0 estagiario desempenha muitas vezes o papel de anestesista, sendo
responsavel pela monitorizacdo dos sinais vitais do doente e da sua manutencdo no plano
1



anestésico adequado. Consoante as necessidades do cirurgido, os estagiarios também
participam no ato cirdrgico, no qual desempenham as fun¢des de ajudante. Durante o periodo
de estagio foi ainda possivel a realizacdo de forma autbnoma de pequenas intervencoes,
nomeadamente orquiectomias em gatos. J& no periodo pos-cirirgico, procedia-se ao
acompanhamento da recuperagdo do animal, continuando a monitorizacdo dos seus sinais
vitais e prestando os cuidados eventualmente necessarios. Em termos de casuistica, a
maioria das cirurgias efetuadas no HVL incidem sobre tecidos moles, mas também foi possivel
acompanhar cirurgias oftalmoldgicas, ortopédicas e neurocirurgias.

O estagiario adquire também um papel preponderante na gestdo do internamento, ficando
responsavel pelos cuidados diarios dos animais (alimentacdes, passeios e higiene),
procedimentos como limpezas de feridas e realizagéo de pensos, monitorizagfes periddicas
e administragdo das medicagfes. Durante o estagio foi também possivel participar ativamente
nos programas de reabilitacdo fisica que comecaram a ser implementados no internamento
do HVL no pés-operatorio ortopédico e em animais com défices neurolégicos tendo por base
a termoterapia, massagem, mobilizacdo passiva e exercicios ativos, nos quais se obtiveram
resultados bastante positivos. Para além do internamento geral, o HVL dispde também de
uma unidade destinada a animais com doencas infectocontagiosas com normas especificas,
gue foi utilizada com alguma frequéncia devido a grande casuistica de parvovirose canina e
panleucopénia felina.

Relativamente aos meios complementares de diagndstico, o HVL esta equipado com um
laboratério e servicos de imagiologia. Nesta medida, foi possivel realizar diversos
procedimentos de diagndstico, nomeadamente analises sanguineas (hemograma, perfil
bioquimico sérico, provas de coagulacdo e esfregacos, com respetiva colheita por
venopungdo), estudos de urina e citologias, cujos resultados eram posteriormente
comunicados ao médico veterinario responsavel e se procedia a sua interpretacao a luz do
caso clinico. Na area da imagiologia foi possivel participar em exames radiogréficos,
ecografias abdominais, ecocardiografias e eletrocardiogramas. No entanto, o HVL coopera
também com laboratdrios externos, envolvendo-se o estagiario na colheita e na correta
identificacdo e acondicionamento das amostras.

A medicina de urgéncia e cuidados intensivos é também uma &rea de interesse por parte do
corpo clinico do HVL, pelo que os estagiarios sdo continuamente formados acerca do modo
de atuagdo numa abordagem inicial e, posteriormente, apds a estabilizacdo do doente. Deste
modo, aquando do aparecimento de urgéncias, o estagiério ja se encontrava preparado e apto
a colaborar com o resto da equipa de forma eficiente. De entre as urgéncias que foi possivel
acompanhar, referem-se 0s politraumatismos, o choque anafilatico e a insuficiéncia cardiaca
congestiva como as mais comuns.

O HVL é também um hospital de referéncia para a realizacdo de procedimentos médicos que,

na atualidade, ainda se encontram em crescente desenvolvimento nas ciéncias veterinarias,
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entre os quais a endoscopia (de diagnostico e intervencionista) e técnicas de substituicdo
renal (didlise peritoneal e hemodiélise). Como tal, durante o periodo de estagio, foi possivel
assistir e, quando necessario, auxiliar na realizagéo de diversas endoscopias incidentes sobre
0 trato gastrointestinal, aparelho respiratério e trato urogenital. Na vertente terapéutica, foi
possivel assistir a extracdes de corpos estranhos (esofagicos e gastricos), a uma colocacéo
de stent endotraqueal, dilatacdes esofagicas peridédicas para resolucdo de estenose e
irrigacdo intranasal de um antimic6tico num caso de aspergilose. Em relacdo a hemodialise,
a estagiaria acompanhou trés casos clinicos em que se recorreu a esta técnica — dois
referentes a doenca renal crénica (um de etiologia desconhecida e outro derivado de
exposicdo subcrénica ao anticongelante etilenoglicol) e um de insuficiéncia renal aguda
secundaria a leishmaniose. Através destes casos foi possivel compreender os fundamentos
tedricos desta abordagem terapéutica, assim como a montagem e funcionamento da maquina
de hemodiélise.

De forma a consolidar os conhecimentos teéricos previamente adquiridos, os estagiarios
também se encontram diariamente envolvidos nas discussdes dos casos clinicos, sendo
estimulados a intervir com duvidas e sugestfes. Para além desta comunicagdo com 0s
médicos veterinarios e colegas estagiarios, o HVL permite também o contacto com uma
equipa de trabalho multidisciplinar composta por enfermeiros e auxiliares veterinarios,
rececionistas e veterinarios de marketing, cuja dindmica contribui para a formacédo dos

estagiarios a nivel pessoal.



Capitulo Il - Reviséo bibliografica

1. Fisiologia leucocitéaria

Os leucécitos, também designados por glébulos brancos, sdo componentes do sistema
imunitario, estando envolvidos em mecanismos de defesa contra processos de etiologia
infeciosa e alérgica, e representam um grupo de células bastante heterogéneo em termos
morfologicos e funcionais. Os leucocitos encontrados no sangue periférico do céo e do gato
podem ser subdivididos em granul6citos, que englobam os neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos

por apresentarem granulacdes especificas no seu citoplasma, e agranulécitos, onde se
incluem os mondcitos e linfécitos (Jackson, 2010).

1.1. Leucopoiese

Todos os leucdcitos derivam de células estaminais pluripotentes — denominadas células
estaminais hematopoiéticas — encontradas na medula 6ssea, sendo produzidos por um

processo complexo denominado leucopoiese (figura 1), no qual intervém diversas citocinas?!
(Tvedten & Raskin, 2012).

Figura 1: Diferenciagdo dos leucécitos a partir de células estaminais da medula 6ssea.
Adaptado de Tvedten & Raskin, 2012.
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1 Citocina: pequena molécula proteica que medeia a interacdo entre células.
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As células estaminais hematopoiéticas consistem numa populacdo celular com capacidade
de autorrenovacao, isto €, aquando da sua multiplicagcéo, parte das células-filhas mantém a
pluripoténcia e permanecem como células estaminais na medula éssea, enquanto a outra
parte se diferencia e origina células progenitoras multipotentes responsaveis pela formacéao
de duas linhagens celulares distintas: a mieloide e a linfoide. Do progenitor mieloide advém
células de menor potencialidade, nomeadamente a unidade formadora de col6nias (UFC) de
granulécitos e macrofagos (progenitor comum da sintese de neutréfilos e mondcitos), a UFC
de eosindfilos e a UFC de basofilos no &mbito dos leucécitos, assim como a UFC de eritrocitos
e a UFC de megacariécitos, que culminam, respetivamente, na formagédo de eritrocitos e
plaguetas. Por sua vez, o progenitor linfoide da origem aos trés tipos funcionais de linfécitos:
linfécitos-B, linfécitos-T e células Natural Killer (Dunn, 2000; Messick, 2006; Junqueira &
Carneiro, 2008).

Na regulacdo de todo este processo esta envolvida uma grande variedade de citocinas,
incluindo interleucinas (IL), fatores estimuladores de colbnias e fatores de crescimento,
produzidos a nivel local na medula 6ssea (exibindo comunicacdo do tipo parécrino ou
autocrino) ou em locais distantes, sendo posteriormente transportadas pela corrente
sanguinea (comunicacdo enddcrina). Estas citocinas podem intervir a diferentes niveis da
leucopoiese — precocemente, estimulando a multiplicacdo das células estaminais
hematopoiéticas, ou mais tardiamente, exibindo uma especificidade crescente para uma dada
linhagem celular (Messick, 2006; Harvey, 2012). Destas ultimas, destacam-se pela sua
relevancia o fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF) que estimula a producéo
de neutrdfilos, a IL-5 para os eosindfilos, o fator estimulador de col6nias de macréfagos (M-
CSF) para os mondcitos, as IL-7 e IL-2 para os linfocitos-T, a IL-15 para as células Natural
Killer e a IL-4 para os linfécitos-B (Jackson, 2010).

1.2. Cinética dos neutrofilos
Nas espécies canina e felina, os neutrdfilos constituem o tipo celular predominante na férmula
leucocitaria total. Dada a sua importancia, a cinética dos neutrdfilos tem sido alvo de variados
estudos, sendo a que se encontra melhor compreendida de entre os leucdcitos. Nesta medida,
€ usual recorrer-se ao conceito de pools ou compartimentos de células para descrever a
dindmica entre a producdo dos neutréfilos na medula 6ssea, a sua libertacao e circulagéo na
corrente sanguinea e posterior migracéo para os tecidos (figura 2) (Tvedten & Raskin, 2012).
Assim sendo, considera-se que a medula Ossea se encontra organizada em dois
compartimentos celulares: o pool mitético, composto pelos mieloblastos, promielocitos e
mieldcitos, células precursoras responsaveis por garantir um aprovisionamento continuo de
neutrofilos, consoante as necessidades tecidulares; e o0 pool de maturagdo e armazenamento
constituido pelos metamiel6citos, bastonetes e neutréfilos segmentados, células desprovidas

de capacidade mitética que se acumulam na medula 6ssea de modo a criar uma populacao
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de reserva (Tvedten & Raskin, 2012; Weiser, 2012). Como tal, em situacdes em que se verifica
um grande consumo de neutrdfilos nos tecidos, a existéncia deste compartimento de
armazenamento evita a deplecdo destas células até que o pool mitético aumente a sua
producéo, estando estimado que as reservas sao suficientes para cinco dias de fornecimento
(Dunn, 2000). Em condig®es fisiologicas, o mieloblasto requer aproximadamente 7 dias para
completar os sucessivos passos até atingir a fase de neutréfilo segmentado (Weiser, 2012),
dos quais 3-5 dias séo referentes ao processo de maturacéo (Dunn, 2000).

Figura 2: Representacdo esquemética dos compartimentos celulares envolvidos na cinética

dos neutrdfilos. Adaptado de Weiser, 2012.
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Relativamente a saida dos neutrofilos da medula 6ssea para a circulagcdo sanguinea, sabe-se
gue, inicialmente, séo libertados aqueles que se encontram em estadios mais maturos. No
entanto, a medida que a reserva de neutréfilos segmentados se vai esgotando, os neutroéfilos
ndo segmentados e, como tal, mais imaturos (bastonetes e metamielécitos) vdo sendo
igualmente libertados, verificando-se o chamado desvio a esquerda (Tvedten & Raskin, 2012).
No sangue, parte dos neutréfilos adere ao endotélio de pequenos vasos, particularmente aos
capilares esplénicos e pulmonares (constituindo o pool marginal), enquanto o restante se
encontra efetivamente em circulacdo dentro dos vasos (denominado pool de circulagéo, que
€ avaliado aquando da colheita sanguinea por venopuncédo). Porém, entre estes dois pools
ocorrem trocas continuas, podendo os neutréfilos marginais ser mobilizados de forma rapida
em resposta a estimulos fisioldégicos (como o stress, excitacdo ou exercicio) ou patolégicos.
No céo os dois pools sdo aproximadamente iguais, enquanto no gato o pool marginal € cerca
de duas a trés vezes superior ao de circulacao (Dunn, 2000; Tvedten & Raskin, 2012).

Os neutréfilos podem permanecer cerca de 10-12 horas no sistema vascular antes de
iniciarem a sua migracao para os tecidos e cavidades corporais, nos quais podem sobreviver
por mais 12 horas (Jackson, 2010). A migragcdo faz-se por um processo designado por

diapedese e € um fendmeno aleatério, isto €, independente da idade dos neutrofilos (os que
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acabam de ser libertados da medula 6ssea tém igual probabilidade de migrar para os tecidos
como aqueles que circulam h& horas) e unidirecional, ou seja, ndo retornam a circulagéo
sanguinea (Jackson, 2010; Tvedten & Raskin, 2012). E neste compartimento tecidular que os
neutrofilos exercem a sua funcdo primaria de defesa do hospedeiro através da sua
capacidade de fagocitar e eliminar microrganismos patogénicos invasores (Dunn, 2000).

1.3. Avaliacédo dos leucécitos
1.3.1. Leucograma

A analise quantitativa e qualitativa dos leucécitos é feita de forma rotineira na pratica clinica
veterinaria através da realizacdo do leucograma, parte integrante do hemograma. O
leucograma engloba a contagem total dos leucécitos e contagem diferencial das suas
subpopulagbes (expressas em valor absoluto e valor relativo percentual), geralmente
determinadas por métodos automaticos, assim como a avaliagdo morfolégica aquando da
realizacdo de um esfregago sanguineo.

Na tabela 1 podem ser observados os valores correspondentes aos intervalos de referéncia
relativos a avaliagdo quantitativa dos leucdcitos do cédo e do gato. Contudo, é de referir que
animais jovens (até aos 6-9 meses de idade) apresentam valores leucocitarios mais elevados

devido a um maior nimero absoluto de linfécitos (Dunn, 2000).

Tabela 1: Intervalos de referéncia do leucograma de cédo e de gato, em valores absolutos.
Adaptado de Weiser, 2012.

Leucécitos (x 10%/ul) Cao Gato
Contagem total: 6,0-17,0 55-19,5
Contagem diferencial:

Neutrofilos segmentados 30-115 25-125
Neutréfilos ndo segmentados ~ 0,0-0,3 0,0-03
Linfocitos 1,0-5,0 15-7,0
Mondcitos 00-1.2 0,0-0.8
Eosinofilos 01-1.2 0,0-1,5
Basdfilos 0,0-0,1 0,0-0,1

Num animal saudavel, o numero de leucdcitos mantém-se relativamente constante devido ao
equilibrio entre a sua produgé@o na medula éssea e a saida da circulagéo sanguinea (Jackson,
2010). Deste modo, quando ha alguma alterag&o, tanto no sentido da leucocitose (aumento
do numero total de leucdcitos) ou da leucopénia (diminuicdo do namero total de leucdcitos),
tal pode ser indicativo de que se encontra a decorrer um processo patolégico. O leucograma
deve ser, entéo, interpretado em conjunto com a anamnese e 0 exame clinico, assim como
com 0s outros componentes do hemograma (nomeadamente o eritrograma e trombograma)

e outros testes de diagndstico adicionais eventualmente realizados (Dunn, 2000).



1.3.2. Exame da medula 6ssea

Em animais cujas alterac6es hematolégicas ndo sejam passiveis de serem correlacionadas
com uma determinada afecdo, a andlise da medula éssea torna-se um exame Util a incluir no
plano de diagnostico. Assim sendo, de entre as suas principais indicacdes destacam-se a
presenca de citopénias persistentes (anemia nao regenerativa, neutropénia, trombocitopénia,
bicitopénias e pancitopénia), policitémia ou trombocitose sem causa identificavel, presenca
de células atipicas no sangue e no estadiamento de linfomas (Weiss & Tvedten, 2012).
Todavia, os procedimentos realizados para a avaliacdo da medula 6ssea ndo séo isentos de
complicacdes, pelo que poderdo estar contraindicados em animais com algum grau de
imunossupressao e coagulopatias. Estas dificuldades podem, contudo, ser ultrapassadas com
a adocdo de uma técnica baseada nas boas préaticas, através da realizagdo de um
procedimento asséptico e da aplicagdo de uma correta compressado no local da colheita
(Bienzle, 2000).

Assim, podem ser realizadas duas metodologias que permitem obter diferentes amostras de
medula 0ssea: a aspiragdo, a partir da qual se realiza um esfregaco para uma avaliagdo
citologica e a bidpsia para uma avaliacdo histopatolégica, podendo a colheita de ambas ser
feita no mesmo local. Enquanto a citologia incide exclusivamente sobre a quantidade e a
morfologia das populac¢des celulares hematopoiéticas, sendo raramente capaz de estabelecer
um diagnoéstico definitivo, a bidpsia permite estudar a arquitetura medular (através da
comparacdo da quantidade de células com os tecidos Gsseo, conjuntivo e adiposo) e identifica
0S processos patoldgicos presentes, como neoplasias, mielonecrose, mielofibrose e ostedlise.
Deste modo, é facil compreender que a avaliacdo simultanea da citologia e da bidpsia
medulares permite obter informacdes diferentes, mas complementares, acerca da afecéo
decorrente. No entanto, no contexto atual da medicina veterinaria, a biépsia raramente é feita
e a aspiracao é, de facto, o exame realizado com mais frequéncia por ser tecnicamente mais
facil, rapido e menos dispendioso (Bienzle, 2000; Rudloff, 2013).

Na interpretacdo de uma citologia medular séo avaliados de forma sistemética diversos
parametros, nomeadamente: estimativa da quantidade total de células, sendo que amostras
provenientes de animais jovens sdo mais celulares que as de animais geriatricos, nos quais
se verifica uma substituicdo progressiva da medula éssea ativa por tecido adiposo (num
animal jovem ¢é fisiolégico uma amostra apresentar 25-75% de células hematopoiéticas,
enquanto que num animal geriatrico saudavel a composi¢do em tecido adiposo pode chegar
aos 80-90%); estimativa da quantidade de megacariocitos; determinacdo do racio
mieloide/eritroide (M:E), que consiste no quociente entre o numero total de células
pertencentes a linhagem mieloide (mieloblastos, promielécitos, mieldcitos, metamieldcitos,
bastonetes e granulécitos segmentados) e 0 numero total de células eritroides (rubriblastos,
prorubricitos, rubricitos e metarubricitos), sendo o valor de referéncia em cées 0,75:1 — 2,5:1

e em gatos 1,2:1 — 2,2:1; verificacdo do processo de maturacdo de cada linhagem celular,
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tendo em conta que 80% das células mieloides e eritroides devem ser relativamente maturas;
estimativa das reservas de ferro (hemossiderina), apesar de estas ndo serem normalmente
observadas em amostras de gatos e, consequentemente, a sua auséncia nesta espécie nédo
ter significado patolégico; e, por ultimo, identificagdo de eventuais alteragcbes morfolégicas
celulares (Bienzle, 2000; Weiss & Tvedten, 2012).

2. Neutropénia

Neutropénia € o termo correspondente a uma contagem de neutréfilos no sangue periférico
menor que o limite inferior do intervalo de referéncia para uma dada espécie e idade. O seu
diagndstico é possivel através da realizacao do leucograma, no qual, regra geral, se observa
uma leucopénia concomitante pelo facto dos neutréfilos serem os leucocitos mais abundantes
(Dunn, 2000). Apesar disto, a neutropénia é um achado laboratorial relativamente raro nos
animais de companhia devido ao grande compartimento de reserva destas células na medula
O6ssea, como foi previamente referido (Tvedten & Raskin, 2012). Contudo, também é
importante ter em consideragdo que uma neutropénia ligeira pode ocorrer na sequéncia de
uma fluidoterapia intensiva com consequente hemodiluicdo, assim como pode ser um
artefacto derivado da presenca de codgulos na amostra sanguinea (Abrams-Ogg, 2000).
Como Ultima ressalva, torna-se pertinente relembrar que o nimero de neutréfilos num dado
momento néo reflete exclusivamente a sua taxa de producéo e libertagdo no sangue, sendo
também influenciado por outros fatores, nomeadamente as trocas celulares que
continuamente ocorrem entre 0os pools marginal e de circulacdo e a taxa de migracao para 0s
tecidos (Dunn, 2000).

Sendo os neutrdfilos importantes células do sistema imunitario envolvidas nos mecanismos
de defesa de primeira linha contra a invasédo de microrganismos patogénicos, depreende-se
gue a neutropénia tem o potencial de agravar o progndstico devido ao alto risco de
desenvolvimento de infe¢des graves, contribuindo de forma significativa para a morbilidade e
mortalidade dos animais (Claus, 2015). De facto, segundo Abrams-Ogg (2000), ndo s6 o risco
de infegcdo aumenta de forma exponencial & medida que o numero de neutroéfilos circulantes
diminui, como também a duracao temporal desta neutropénia vai ganhando significancia como
fator de prognostico negativo. Segundo varios autores (Carey, 2003; Bailey, 2014; Fontaine,
2014), orisco de infecdo € particularmente grande quando a contagem absoluta de neutrdéfilos
no sangue periférico é inferior a 1,00 x 10%/yl, pelo que este valor € muitas vezes utilizado
como critério, abaixo do qual se devem adotar precaucdes especiais e, eventualmente, optar
por iniciar uma terapéutica, nomeadamente a instituicdo de antibioterapia preventiva. As
infecbes sdo geralmente oportunistas, dado que o animal se encontra imunodeprimido e,
como consequéncia, mais suscetivel & sua microbiota comensal, sendo que 0s organismos

mais frequentemente isolados sdo bactérias entéricas Gram-negativas (Escherichia coli,



Klebsiella sp. e Enterobacter sp.), bactérias Gram-positivas (Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp.) e, mais raramente, Pseudomonas sp. (Brown & Rogers, 2001a).

Os sinais clinicos eventualmente presentes ndo estao diretamente associados & neutropénia
em si, mas sim a doenca subjacente e/ou a infe¢cdo secundaria. Assim sendo, na avaliagdo
do doente torna-se crucial identificar a causa especifica desta alteracao leucocitaria (Abrams-
0Ogg, 2000) e, para tal, é proposto na figura 3 um diagrama de fluxo relativo & abordagem ao
diagndstico da causa da neutropénia.

Figura 3: Diagrama de fluxo referente a abordagem ao diagnéstico da causa da neutropénia.
Adaptado de Weiser, 2012.
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De modo geral, considera-se que a neutropénia se pode desenvolver segundo trés
mecanismos principais: associada a doencas caracterizadas por uma resposta inflamatoria
de tal modo grave que é responsavel por um consumo de neutrofilos nos tecidos superior a
guantidade que é produzida e libertada na corrente sanguinea; associada a doencas que
afetam a medula 6ssea, repercutindo-se ndo s6 numa diminui¢cao da producédo de neutrdfilos,
como também na de outras linhagens celulares; e associada a uma destruicdo imunomediada
de neutrdfilos (Tvedten & Raskin, 2012; Claus, 2015). Seguindo esta divisdo, sao
apresentados na tabela 2 os diagnésticos diferenciais mais relevantes englobados em cada
categoria.

Um estudo retrospetivo efetuado por Brown e Rogers (2001b) pretendeu avaliar as principais
causas de neutropénia nos animais admitidos a um centro de atendimento médico veterinério
no estado do Texas. Numa amostra de 261 animais, concluiram que em 51,8% dos casos a
neutropénia se devia a doengas infeciosas ndo bacterianas, representando a parvovirose a
causa mais comum em cdes e o virus da leucemia felina em gatos. Para além disto,
verificaram que a mielossupresséao induzida por farmacos constituia a segunda etiologia mais
comum (11,4%), seguindo-se a neutropénia por consumo excessivo de neutréfilos em

doencas inflamatérias graves, sépsis e endotoxémias (11,1%) e as afecdes medulares
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primarias (3,8%). A neutropénia imunomediada foi a causa de neutropénia mais rara (0,4%),
sendo que nos restantes 21,5% dos animais nado foi possivel concluir acerca da etiologia da

neutropénia.

Tabela 2: Principais diagnosticos diferenciais de neutropénia. Adaptado de Tvedten & Raskin,
2012.

Espécies afetadas

Céo Gato
Consumo de neutrofilos
Resposta inflamatéria grave v v
Infec&o por parvovirus v v
Diminuic&o da producéo de neutrofilos
Infec&o por parvovirus v v
Infecdo por retrovirus felinos v
Infecéo por Ehrlichia canis 4
Farmacos v v
Afec&o primaria da medula dssea v v
Hiperestrogenismo v
Hematopoiese ciclica do Collie cinzento 4
Neutropénia imunomediada 4 4

Quando o doente se apresenta neutropénico, mas clinicamente estavel (assintomatico e sem
febre), pode ser mantido em casa, sendo feitas recomendacdes ao proprietario no sentido de
minimizar qualquer risco de infecdo (Brown & Rogers, 2001a). As principais medidas que
devem ser adotadas consistem em promover o isolamento do animal, resguardando-o sempre
que possivel dentro da habitagcéo, evitar o contacto com outros animais e promover uma boa
higiene do ambiente geral e do animal (Fontaine, 2014). Para além disto, o proprietario deve
ser também educado a proceder a monitorizacdes constantes da atitude, apetite e
temperatura retal do seu animal (Brown & Rogers, 2001a), assim como estar atento a sinais
que indiquem deterioracdo do estado clinico (inapeténcia, letargia, extremidades quentes,
procura de frio e arfar) (Fontaine, 2014). Apesar de levantar controvérsia, ha também autores
que advogam que nestas situacdes deve ser iniciada antibioterapia a titulo preventivo,
recomendando a administracéo de antimicrobianos de largo espetro por via Per Os (PO) até
a reversdo da neutropénia (Brown & Rogers, 2001a).

Contudo, um animal com neutropénia que exiba concomitantemente febre ou que se
apresente afebril, mas com afecéo do estado geral, deve ser encarado como uma urgéncia
que requer hospitalizacdo com isolamento em infraestruturas préprias de modo a prevenir a
ocorréncia de infecbes nosocomiais, devendo ser imediatamente instituida antibioterapia de
largo espetro por via intravenosa (IV) (Brewer, 2003; Fontaine, 2014; Claus, 2015). A selecéo
do antimicrobiano deve ser baseada nas caracteristicas fisiologicas do animal, na resposta
clinica a antimicrobianos previamente utilizados e no agente que se suspeita estar a causar
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infecao (Claus, 2015), sugerindo Brown & Rogers (2001a) a associacdo de um B-lactamico
com uma fluoroquinolona. Aquando de falha terapéutica com antimicrobianos de primeira e
segunda linha, deve ser considerada a hip6tese de estar a ocorrer uma infecdo fungica, o que
€ particularmente comum em medicina humana (Carey, 2003). Para além disto, deve ser ainda
iniciada fluidoterapia IV recorrendo a administragdo de cristaldides numa taxa elevada e/ou
coléides em doentes hemodinamicamente instaveis que exibam mucosas pélidas, tempo de

replecéo capilar aumentado, taquicardia e hipotensdo (Fontaine, 2014; Claus, 2015).

Seguidamente serdo abordadas de forma pormenorizada as principais causas de neutropénia
nos animais de companhia, fazendo especial referéncia aos mecanismos fisiopatolégicos que
originam esta alteragdo leucocitaria. De notar que, apesar da infecdo por parvovirus ser
responsavel por um consumo de neutréfilos em larga escala, causa simultaneamente uma
diminui¢cdo da sua producdo na medula éssea (mecanismo mais importante), sendo por isto

incluida neste capitulo.

2.1. Aumento do consumo de neutrofilos
2.1.1. Respostainflamatéria grave

Aquando de uma leséo tecidular, o organismo desenvolve uma resposta inflamatéria aguda,
benéfica e organizada, na qual participam inUmeros mediadores quimicos, podendo estar
envolvidas na sua génese causas infeciosas, assim como trauméaticas e isquémicas. Mais
concretamente, os estimulos responsaveis por desencadear a cascata inflamatéria consistem
em moléculas que o sistema imunitario inato reconhece, pertencendo a um de dois grupos -
PAMPs ou DAMPs. Os PAMPs (padrdes de moléculas associados a agentes patogénicos)
ndo sao mais que moléculas estruturais encontradas a superficie dos microrganismos
patogénicos, sendo exemplos o lipopolissacarido (LPS) das bactérias Gram-negativas e o
peptidoglicano das bactérias Gram-positivas, e como tal encontram-se relacionados com a
ativacdo da inflamacdo na presenca de infecdo. Por sua vez, em situacdes assépticas de
les&o celular, como traumas ou queimaduras extensas, verifica-se a libertagdo de moléculas
enddgenas que sinalizam a ocorréncia de necrose local, denominadas DAMPs (padrdes
moleculares associados a leséo). O reconhecimento dos PAMPs e DAMPs culmina entdo na
producdo de inumeros mediadores pré-inflamatorios, mas também anti-inflamatoérios que
visam manter a inflamacdo restrita a area afetada e, deste modo, manter o equilibrio
homeostético (Male, Brostoff, Roth & Roitt, 2006; Randels, 2013).

Durante o processo inflamatorio tornam-se evidentes 0s sinais classicos que o caracterizam
(calor, rubor, edema, dor e perda de funcéo), estando o seu aparecimento diretamente
relacionado com a vasodilatagdo e aumento do fluxo sanguineo ao local afetado, aumento da
permeabilidade capilar e estimulacdo das terminacdes nervosas nociceptivas. Em termos

celulares, verifica-se a migracao faseada de diferentes populacdes de leucécitos para o local
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da inflamacédo, estando os neutrdéfilos envolvidos na fase inicial e surgindo os mondcitos e
linfécitos mais tardiamente. O recrutamento leucocitario € essencialmente regulado por
guimiocinas (uma classe de citocinas com acdo quimiotdtica), entre outras substancias
produzidas no tecido afetado, que promovem a marginacdo dos neutrdfilos circulantes, a sua
saida da vasculatura por diapedese e migracdo para os tecidos. Todos estes eventos
contribuem para o objetivo final da resposta inflamatéria que consiste em isolar a leséo,
destruir 0s microrganismos patogénicos invasores e/ou inativar toxinas e auxiliar no processo
de reparacao (Male et al., 2006; Claus, 2015).

Quanto maior a populacdo de microrganismos patogénicos ou mais extensa a area de tecido
necrosado, mais forte é a resposta inflamatoéria desencadeada e, consequentemente, mais
citocinas séo libertadas e mais neutrdfilos séo recrutados perifericamente. Deste modo, pode
ocorrer uma deplegéo dos neutrdéfilos do pool de circulagéo e, de modo compensatorio, séo
libertados os neutréfilos presentes no pool de armazenamento da medula éssea (figura 4). Se
persistente, o consumo de neutrdéfilos torna-se de tal modo significativo que leva a deplecao
desta populacdo de reserva e ocorre libertagdo das formas imaturas. Verifica-se, portanto,
uma neutropénia com desvio a esquerda degenerativo, resultante de uma taxa de consumo
gue supera a taxa de produgdo na medula Ossea. As doencas inflamatorias que,
potencialmente, podem culminar em neutropénia envolvem, de modo geral, tecidos com
grande area de superficie, sendo exemplos a peritonite, enterite e pneumonia (Brown &
Rogers, 2001a; Tvedten & Raskin, 2012; Claus, 2015).

Figura 4. Representacdo esquematica da cinética dos neutrofilos em casos de resposta
inflamatoéria grave. Adaptado de Weiser, 2012.
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No caso particular da endotoxémia, estd também descrito que a libertacdo de endotoxinas
estimula a marginacdo de neutrofilos através de uma chamada das células do pool de

circulacdo para o pool marginal devido ao aumento da expressao de moléculas de adesao na
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sua superficie. Contudo, este fendbmeno causa apenas uma pseudoneutropénia transitoria
(n&o se considerando, por isto, uma neutropénia verdadeira) de curta duracdo (Tvedten &
Raskin, 2012).

2.2. Diminuicdo da producéo de neutréfilos
2.2.1. Parvovirose canina

O parvovirus canino (PVC) é responsavel por causar uma das doencgas infeciosas mais
frequentes em canideos, estando na sua etiologia a estirpe PVC-2. Como o nome indica, 0
PVC-2 é um virus de pequena dimensdo, com uma cadeia simples de ADN (&cido
desoxirribonucleico) e sem envelope, o que o torna extremamente resistente a condicdes
ambientais adversas (podendo sobreviver durante meses ou anos fora do hospedeiro) e a
inativagdo pelos detergentes e desinfetantes convencionais (Greene & Decaro, 2012; Barr,
2013). A estirpe original PVC-2 emergiu por volta de 1977, possivelmente a partir de mutagoes
num parvovirus existente de um hospedeiro carnivoro, tendo sido substituida na década de
80 por duas variantes antigénicas, o PVC-2a e o PVC-2b, que se tornaram predominantes a
uma escala mundial. Em 2000 foi identificada uma nova variante, o PVC-2c, que também tem
exibido uma rapida expansao geografica (Crawford & Sellon, 2010; Mylonakis, Kalli & Rallis,
2016). Enquanto a estirpe original produz apenas infecdo em membros da familia Canidae, ja
foi demonstrado que as novas variantes PVC-2a, 2b e 2c sdo também capazes de se replicar
em felinos em circunstancias naturais e experimentais (Greene & Decaro, 2012).
A parvovirose canina pode afetar cdes de qualquer raca, idade e sexo. No entanto, cachorros
com idade compreendida entre as 6 semanas e 0s 6 meses e ragas como a Rottweiler,
Dobermann, American Staffordshire Terrier, Retriever do Labrador, C&o de Pastor Aleméo,
Malamute do Alaska e English Springer Spaniel parecem apresentar um risco aumentado
(Glickman, Domanski, Patronek & Visintainer, 1985; Houston, Ribble & Head, 1996; Crawford
& Sellon, 2010; Greene & Decaro, 2012).
O PVC é altamente contagioso, ocorrendo a transmisséo por via oronasal através do contacto
direto com os produtos virulentos (particularmente, fezes contaminadas) ou indireto através
de fomites. O periodo de incubacgéo do PVC-2 é de 7-14 dias, mas para as trés novas variantes
pode ser tdo curto como 4-6 dias. ApOs a exposicdo, a replicacdo viral tem inicio no tecido
linfoide da orofaringe e nos linfonodos regionais, disseminando-se o PVC por via
hematogénea (fase de virémia) em 3-5 dias. Pelo facto do PVC requerer células com elevado
indice mitotico para se replicar, exibe tropismo para tecidos de grande renovacao celular e,
como tal, desloca-se para o trato gastrointestinal, onde infeta o epitélio germinal das criptas
intestinais, para tecidos linfoides (como linfonodos e o timo), medula éssea e, em cachorros
com idade inferior a 6 semanas, para o miocardio. A excregéo fecal do virus tem inicio 3-4
dias apos a exposicao, ou seja, antes do animal exibir qualquer sinal clinico, mantendo-se por
7-10 dias (Crawford & Sellon, 2010; Greene & Decaro, 2012).
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Como principais consequéncias da infecdo por PVC referem-se: a nivel intestinal, a necrose
do epitélio com diminuicdo da renovacgéao celular e atrofia das microvilosidades, culminando
numa diminui¢cdo da absor¢do dos nutrientes e quebra da integridade da barreira intestinal; a
nivel dos orgéos linfoides, necrose com destruicéo de linfécitos e atrofia do timo; e a nivel da
medula 0ssea, a deplecao de células precursoras mieloides e eritroides, o que afeta a
producao de leucdcitos e eritrécitos. Contudo, uma vez que os eritrécitos tém um tempo médio
de vida relativamente grande (120 dias), os efeitos sobre esta populacdo celular s&o pouco
notados, ao passo que as alteragBes leucocitarias sdo um achado laboratorial precoce
(Greene & Decaro, 2012; Barr, 2013).

A leucopénia tende a surgir durante os primeiros quatro dias apés infecédo (Frazédo, 2008) e a
sua magnitude deve-se essencialmente a neutropénia e linfopénia (Mylonakis et al., 2016). O
mecanismo pelo qual a neutropénia se desenvolve é multifatorial, sendo o efeito cumulativo
da diminuicdo da producdo de neutréfilos na medula 6ssea devido a destruicdo das suas
células precursoras pelo PVC, do seu consumo a nivel periférico, assim como da sua perda
através da barreira intestinal lesada (Barr, 2013; Mylonakis et al., 2016).

O guadro clinico inerente a parvovirose canina é caracteristico, exibindo uma progressao
extremamente rapida. De entre os primeiros sinais clinicos destacam-se a depressao,
anorexia e febre que evolui numa guestao de dias para vémito incoercivel e diarreia profusa
(inicialmente mucoide e depois hemorragica), desidratacdo e prostracdo — a este quadro
atribui-se a designagao de “forma entérica”. Quando a infe¢éo ocorre in utero ou no periodo
neonatal, o PVC infeta também os midcitos cardiacos devido a grande multiplicacédo celular
que se observa nesta altura, dando origem a “forma cardiaca”. Nesta, € comum que se
encontrem afetados todos os cachorros da mesma ninhada, podendo haver sinais de
disfuncao cardiaca (precedidos ou ndo por sinais entéricos) ou ocorrer morte subita (Greene
& Decaro, 2012; Barr, 2013).

A presenca desta sintomatologia tipica em animais jovens nao vacinados, com um protocolo
de vacinacao incompleto ou que falharam em responder a primovacinagdo e nos quais se
encontram as alteragBes leucocitarias previamente referidas levanta um forte indice de
suspeicao de parvovirose; no entanto, estes ndo sdo critérios patognoménicos. De modo a
obter o diagnostico definitivo, encontra-se disponivel uma diversidade de testes que permitem
detetar o PVC. Atualmente, os mais utilizados, por serem testes rapidos que séo facilmente
realizados na pratica clinica, baseiam-se na imunomigracao rapida ou na metodologia ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), sendo capazes de detetar o antigénio viral nas fezes,
sem, contudo, permitirem a distincdo da estirpe envolvida. Apesar das suas altas
especificidade e sensibilidade, podem surgir resultados falsos negativos durante o periodo
inicial da afecdo, antes da excrecédo viral nas fezes atingir o seu pico, e resultados falsos
positivos quando o teste € realizado 4-10 dias apds imunizacédo dos cdes com vacinas vivas

atenuadas. Outra técnica que tem exibido importancia crescente € o PCR (Polymerase Chain
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Reaction) que deteta o genoma viral nas fezes ou no sangue e, por ser um teste com maior
sensibilidade, pode ser utilizado para esclarecer resultados que se suspeite serem falsos
negativos, sendo também util quando se pretende caracterizar a estirpe em questao.
Alternativamente, existem outros testes que permitem detetar o agente (prova de
hemaglutinacdo com recurso a eritrécitos porcinos, isolamento viral e microscopia eletrénica),
mas estas técnicas sdo hoje raramente utilizadas. Relativamente aos testes seroldgicos, estes
ndo sédo indicados para diagnosticar infecado por PVC tendo em conta que a maioria dos cées
pode apresentar anticorpos vacinais ou ter sido previamente exposta ao virus. Todavia, € de
referir a sua utilidade na avaliagdo do titulo de anticorpos em cachorros, assim como em
individuos com protocolo vacinal desconhecido (Greene & Decaro, 2012).

Nao existindo uma terapéutica especificamente direcionada contra o PVC, o maneio da
parvovirose assenta no tratamento sintomatico e de suporte, estando descrito que a taxa de
sobrevivéncia pode ser tdo baixa como 10% em caes ndo tratados, assim como atingir os 80-
95% com o tratamento adequado e instituido precocemente (Crawford & Sellon, 2010). Assim
sendo, a fluidoterapia é, com grande unanimidade, um dos pilares terapéuticos mais
importantes, pois permite restabelecer o equilibrio hidrico e eletrolitico do doente, podendo
ser necessario suplementar com potassio e dextrose para corrigir, respetivamente, a
hipocaliémia e hipoglicémia que se encontram com relativa frequéncia nesta afecdo. A
instituicdo de antibioterapia com espetro para bactérias Gram-negativas e anaerbbias é
também largamente recomendada devido ao risco de sépsis, dado que a quebra da barreira
intestinal pode originar translocacédo de bactérias intestinais para a corrente sanguinea. Em
termos sintomaticos, deve realizar-se terapéutica antiemética, em caso de vomito persistente,
e analgésica (Crawford & Sellon, 2010; Greene & Decaro, 2012; Barr, 2013). Apesar da
auséncia de fundamentos cientificos, era procedimento comum promover um periodo de jejum
com o objetivo de “descansar’ o trato gastrointestinal. No entanto, hoje sabe-se que esta
abordagem nutricional conduz a uma atrofia das vilosidades intestinais com diminuicdo da
renovacdo celular, diminuicdo da imunidade local e aumento da permeabilidade.
Efetivamente, a presenca de nutrientes no limen intestinal funciona como estimulo para a
manutencéo da integridade da mucosa e, por esta razdo, deve ser fornecida alimentacéao por
via entérica 0 mais precocemente possivel (Mohr et al., 2003). Ainda assim, apesar de todos
os esforcos, a parvovirose € ainda hoje uma doenca com progndstico bastante reservado.
No sentido de verificar a utilidade do leucograma como fator de progndstico, Goddard et al.
(2008) avaliaram de que forma as contagens leucocitarias se alteravam ao longo do tempo
em cachorros com parvovirose, tendo os resultados mostrado que a presenca de leucopénia
grave, linfopénia, monocitopénia e eosinopénia, assim como a auséncia de desvio a esquerda
as 24 horas ap0s instituicdo do tratamento estdo associadas a pior progndstico.

O principal método de prevenir a infe¢éo pelo PVC assenta na vacinagdo dos animais. Para

tal, as atuais recomendagbes da World Small Animal Veterinary Association (WSAVA)
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sugerem um protocolo vacinal que consiste numa primovacinag¢do com inicio as 6-8 semanas
de idade, revacinando a cada 2-4 semanas até atingirem a idade minima de 16 semanas.
Posteriormente deve ser efetuado um reforco aos 6 meses ou ao ano de idade (ficando o
critério a escolha do clinico), sendo suficientes a partir deste momento revacinacdes a cada 3
anos (Day, Horzinek, Schultz & Squires, 2015).

2.2.2. Panleucopéniafelina

A panleucopénia felina € uma doenca em quase tudo idéntica a parvovirose canina, sendo
causada por um parvovirus felino (PVF), capaz de afetar todos os membros da familia Felidae,
mas também animais de outras espécies como a marta, o furdo e o guaxinim. A semelhanca
do PVC, o PVF é altamente contagioso e resistente ho ambiente, podendo ser transmitido por
contacto direto e indireto. No entanto, ao contrario do que ocorre nos cées, parece existir uma
sazonalidade inerente aos surtos de panleucopénia coincidente com o periodo de nascimento
dos gatinhos — classe etaria mais suscetivel ao PVF (Truyen et al., 2009; Greene, 2012). Apés
exposicao oronasal, o virus replica-se no tecido linfoide da orofaringe e, dentro de 2-7 dias,
dissemina-se através de uma fase de virémia para tecidos com grande atividade mitética
(criptas do intestino delgado, medula 6ssea e tecidos linfoides), produzindo consequéncias
homologas as referidas para a parvovirose canina (Greene, 2012; Litster, 2014). Uma
diferenca notoria relaciona-se com o facto de o desenvolvimento do cerebelo dos gatinhos
ocorrer sobretudo na fase final da gestacdo. Como tal, quando a infe¢do ocorre in utero ou no
periodo neonatal, o PVF exibe tropismo para o cerebelo, para o qual se desloca, repercutindo-
se em les@es caracterizadas por hipoplasia do mesmo (Greene, 2012).

A sintomatologia exibida pelos animais é influenciada por diversos fatores, entre os quais a
idade, estatuto imunitario e presenca de infecdes concomitantes (Kruse, Unterer, Horlacher,
Sauter-Louis & Hartmann, 2010), podendo variar desde um quadro subclinico a um quadro
hiperagudo com morte subita (Litster, 2014). A forma clinica mais frequente €, contudo, aguda
(caracterizada por um periodo de incubacao de 3-7 dias) com sinais clinicos e evolu¢do muito
semelhantes a enterite por PVC, ou seja, histdria de anorexia, depressao e febre que, em
poucos dias, evolui para vomito, desidratagdo e prostracdo, sendo a diarreia uma
manifestacdo observada com menor frequéncia que em cées. Por sua vez, os gatinhos com
lesBes do cerebelo exibem ataxia, tremores e hipermetria, que desaparecem com 0 repouso
(Greene, 2012).

O diagnostico desta afecdo € muitas vezes presuntivo, com base na histodria, sinais clinicos e
presenca de leucopénia no hemograma, apesar de este achado laboratorial ndo aparecer em
todos os casos (Greene, 2012). Contudo, o antigénio viral pode ser detetado nas fezes através
do recurso a testes de imunomigracdo rapida especificos para o PVF, apesar dos testes
rapidos comerciais desenhados para a espécie canina também poderem ser empregues. O

PCR é outra técnica atualmente utilizada que permite detetar o PVF no sangue ou nas fezes
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e, como tal, pode ser utilizado para confirmar resultados negativos em que o indice de
suspeicao clinico de panleucopénia é forte. Tal como na parvovirose canina, existem outros
métodos de diagnéstico que foram caindo em desuso, nomeadamente a prova de
hemaglutinagdo com eritrécitos porcinos, isolamento do virus em culturas celulares e
microscopia eletronica. J& os testes seroldgicos apresentam igualmente valor de diagnéstico
limitado, dado que ndo permitem a distingéo entre anticorpos vacinais e ndo-vacinais (Truyen
et al., 2009).

O tratamento da panleucopénia consiste no isolamento dos animais e instituicdo de
terapéutica de suporte (fluidoterapia, antibioterapia de largo espectro, medicacdo antiemética,
analgesia e nutricdo entérica), tal como descrito na parvovirose canina. Contudo, o
prognostico desta afegéo € reservado, mostrando-se mais favoravel aquando da intervencéo
precoce (Truyen et al., 2009; Greene, 2012). No sentido de colmatar a escassez de
informacéo relativa a possiveis fatores de prognoéstico na panleucopénia felina, Kruse et al.
(2010) estudaram diversos parametros clinicos e laboratoriais, tendo verificado que a
presenca de leucopénia, trombocitopénia, hipoalbuminémia e hipocaliémia, na altura da
apresentacgao, esta associada a um pior desfecho clinico.

O principal meio de prevencdo da panleucopénia felina é através da vacinagdo, sendo que
atualmente a WSAVA advoga que a primovacinagdo em gatinhos se inicie as 6-8 semanas de
idade, revacinando a cada 2-4 semanas até atingir a idade minima de 16 semanas. Depois, é
recomendado um reforco aos 6 meses ou ao ano de idade (ficando o critério a escolha do
clinico) e, a partir deste momento, sao efetuadas revacinagdes trianuais (Day et al., 2015).
Como ja referido, apesar de ser um fendmeno raro, as variantes antigénicas do PVC (2a, 2b
e 2c) sdo também capazes de infetar felideos (Truyen et al., 2009), registando-se uma
prevaléncia inferior a 5% de todas as infecfes por parvovirus nestas espécies (Greene, 2012).
O quadro clinico que estes agentes virais causam sao, regra geral, mais ligeiros que o0s
causados pelo PVF; todavia, foi descrito em Portugal um caso de uma gata de 5 meses, ndo
vacinada, com infe¢do por PVC-2c que exibiu doenca associada a um quadro clinico grave
(Miranda, Parrish & Thompson, 2014). Considerando que na maioria dos diagndésticos de
panleucopénia ndo se determina a estirpe de parvovirus envolvida, este estudo ressalva a
importancia de se proceder a mais investigagdes no sentido de conhecer a real prevaléncia
da infe¢éo por PVC em gatos, assim como a sua significancia clinica. Nao obstante, as normas
de orientacdo da European Advisory Board on Cat Diseases informam que as atuais vacinas
contra o PVF parecem conferir imunidade cruzada contra as novas variantes do PVC (Truyen
et al., 2009).

2.2.3. Retroviroses felinas
Os retrovirus felinos, membros da familia Retroviridae, sdo viribes constituidos por um

genoma de duas cadeias simples de ARN (acido ribonucleico), nucleocapside, matriz e
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capside proteicas, envolvidos por um envelope lipidico, o qual limita a sobrevivéncia destes
virus a poucos minutos quando fora do hospedeiro e o0s torna suscetiveis a varios
desinfetantes (Murphy, Gibbs, Horzinek & Studdert, 1999; Hosie et al., 2009; MacLachland &
Dubovi, 2011). O genoma dos retrovirus contém trés genes maiores: o gag que codifica
proteinas da nucleocépside, da matriz e da capside; o pol que codifica proteinas enzimaticas,
de entre as quais se destaca pela sua importancia a transcriptase reversa (TR); e 0 env que
codifica proteinas precursoras das glicoproteinas encontradas a superficie do envelope.
Enquanto o genoma dos retrovirus simples é apenas constituido por estes trés genes, 0s
chamados retrovirus complexos contém ainda genes adicionais que participam na regulagéo
da replicacdo viral (Murphy et al., 1999; Dunham & Graham, 2008; MacLachland & Dubovi,
2011).

Através da ligagéo das glicoproteinas de superficie virais aos recetores celulares (fenémeno
denominado adsorcao), o virido é capaz de penetrar na célula por fusdo com a membrana
celular. Devido a acdo da TR, o ARN é copiado para uma molécula de ADN complementar
(cADN) que, posteriormente, é complementado de modo a dar origem a uma cadeia dupla de
ADN, que entra no nucleo da célula e se integra no genoma do hospedeiro (provirus). A
transcricdo do genoma viral tem como principal destino a producdo de novos virides que
adquire o envelope ao sair da célula infetada por gemulagéo (Murphy et al., 1999; Dunham &
Graham, 2008; MacLachland & Dubovi, 2011).

2.2.3.1. Virus daImunodeficiéncia Felina

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um retrovirus complexo do género Lentivirus que
tem sido isolado no gato doméstico e em felideos silvestres, como o lince, apresentando uma
distribuicao geogréafica mundial (Hosie et al., 2009). Desde que o FIV foi descoberto, em 1986,
varios estudos tém sido feitos no sentido de determinar a seroprevaléncia desta doenca e
tem-se concluido que é bastante variavel, consoante o local considerado (Sellon & Hartmann,
2012). Em Portugal, um estudo realizado por Duarte e colaboradores (2009) mostrou que a
prevaléncia de FIV em gatos errantes da zona metropolitana de Lisboa foi de 10,2%. Devido
ao grande numero de mutagdes e recombinacfes, particularmente no gene env, considera-se
que existe neste uma regido hipervariavel que tem permitido uma classificagdo em diferentes
subgrupos. Atualmente, j& foram reconhecidos cinco subgrupos (A, B, C, D e E), tendo
recentemente sido descoberto um novo subgrupo F, cuja prevaléncia varia geograficamente.
Um gato naturalmente infetado pode conter mais que um subgrupo (superinfecdo), situacéo
que predispbe ao aparecimento de novos subtipos através de recombinagfes entre eles
(Sellon & Hartmann, 2012).

O principal modo de transmissao é horizontal através da inoculacdo parentérica dos produtos
virulentos (saliva e sangue), a qual ocorre através de manifestacbes de comportamentos

agressivos, nomeadamente mordeduras e arranhdes. Por este motivo, 0s gatos machos
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inteiros, adultos e de vida livre sdo 0s que se encontram em maior risco. A transmissao vertical
in utero transplancentéria ou neonatal (através da ingestao do leite) a partir de uma gata
infetada para os seus descendentes também pode ocorrer, mas € uma situacdo pouco
comum. Apesar da transmissdo por via oronasal ou venérea nunca ter sido documentada em
condi¢cBes naturais, experimentalmente ja foi possivel infetar gatos através da inoculagéo viral
pela mucosa nasal, bucal, vaginal e retal e o virus j& foi detetado no sémen (Hosie et al., 2009;
Sellon & Hartmann, 2012; Fenimore, 2014).

Numa perspetiva clinica, a progresséo da infecdo pelo FIV pode ser dividida em trés fases
evolutivas: a fase aguda, a de portador assintomatico e a terminal. A fase aguda tem inicio
aguando da inoculacao do virus, o qual vai infetar linfocitos e macrofagos de 6rgaos linfoides
(timo, baco e linfonodos) e células das glandulas salivares. Cerca de duas semanas pos-
inoculagéo, o virus pode ser encontrado no plasma, atingindo-se o pico desta virémia as 8-12
semanas, e disseminar-se para células mononucleares (linfécitos e macréfagos) da medula
Ossea e 6rgdos nado-linfoides como pulmdes, trato intestinal, cérebro e rins. Durante este
periodo podem surgir sinais clinicos ligeiros e inespecificos, nomeadamente febre, letargia,
anorexia e linfadenomegdlia generalizada. O decréscimo da carga viral no plasma, em virtude
da montagem de uma resposta imunitaria humoral e celular, marca o inicio da fase
assintomatica que pode durar anos. Apesar de vigorosa, a resposta imunitaria é contudo
ineficaz, pois ndo elimina a infecéo e o virus continua a replicar-se. Durante este periodo os
gatos infetados permanecem clinicamente saudaveis de tal modo que, na generalidade dos
casos, a doenca s6 se desenvolve tardiamente, sendo comummente diagnosticada entre os
4-6 anos de idade. Apds a fase assintomatica, a infecdo pode progredir para a fase terminal
na qual a virémia aumenta como consequéncia da disfun¢ao imunitaria que se vai instalando
de forma progressiva, particularmente devido a deple¢éo de linfécitos que tém um papel em
estimular e manter a imunidade celular e humoral (chamados linfécitos-T CD4+). Nesta fase,
a maioria dos sinais clinicos presentes séo resultado de infegcbes secundarias oportunistas
(bacterianas, virais, fungicas ou parasitarias) que se instalam devido ao estado
imunodeprimido do doente. Outros sinais clinicos bastante comuns sao o desenvolvimento de
gengivoestomatite cronica, sinais neuroldgicos (alteracdes comportamentais, convulsdes e
alteracéo do ciclo do sono) e doencga ocular (Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012).
Em termos de diagnostico, durante a evolucéo da infegdo surgem alteracdes hematologicas
gue podem ser detetadas através do hemograma. Assim, na fase aguda os gatos podem exibir
neutropénia e linfopénia que se resolvem com a transicao para a fase assintomética. Nesta,
tanto o hemograma, como o0s parametros bioquimicos seéricos, encontram-se geralmente
dentro dos valores de referéncia. No entanto, j& foi observada a ocorréncia ocasional de
pancitopénia em gatos assintométicos FIV-positivos, nos quais ndo se detetaram outras
causas possiveis (Sellon & Hartmann, 2012). Um estudo efetuado por Gleich e Hartmann

(2009) comparou as alteragbes hematoldgicas observadas em gatos assintomaticos infetados
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com FIV com as observadas em gatos controlo e verificaram que a prevaléncia de neutropénia
foi significativamente superior na populacdo de gatos com FIV, ao passo que a ocorréncia de
anemia e trombocitopénia néo foi significativamente diferente quando comparada com o grupo
controlo. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar esta pancitopénia, porém ainda
nao foi atingido um consenso. Enquanto alguns autores defendem que se deve a infecao de
células do estroma medular e alteracao do perfil de citocinas que prejudicam o crescimento e
diferenciacdo das células hematicas, causando hipoplasia medular (Gleich & Hartmann,
2009), outros referem ainda a possibilidade de ser resultado da infecdo das células
hematopoéticas precursoras ou da sua destruicdo imunomediada (Fujino et al., 2008).

O diagndstico definitivo de FIV é frequentemente realizado através de testes que pretendem
detetar a presenca de anticorpos anti-FIV no sangue. A maioria dos gatos produz anticorpos
nos primeiros 60 dias apds exposicao, apesar de nalguns poder ocorrer um atraso nesta
resposta. Na pratica clinica recorrem-se a testes baseados na metodologia ELISA ou testes
de imunomigracgéo rapida que detetam anticorpos dirigidos contra proteinas virais estruturais
(como a p24 da capside e a gp4l transmembranar) (Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann,
2012). Estes testes sdo largamente utilizados, tendo em conta que o despiste de FIV é
recomendado em inumeras situagfes, nomeadamente em gatos nunca testados, gatos
doentes (mesmo com resultado negativo prévio), antes de uma adogdo, gatos que tenham
tido contacto recente com um gato infetado ou potencialmente infetado (gatos errantes), gatos
com marcas de agresséao felina, com historia de vida livre e dadores de sangue. No entanto,
estes testes apresentam limitacdes. Por um lado, podem ocorrer resultados falsos negativos
guando a infecédo se encontra na fase inicial (aguda), pelo que se recomenda a repeticdo do
teste passados, no minimo, 60 dias. Por outro lado, j& foi demonstrada a presenca de
anticorpos maternos adquiridos de forma passiva em gatinhos até aos 6 meses de idade, pelo
que nestes casos 0 teste pode originar um resultado falso positivo e, por isto, ndo é
recomendada a sua realiza¢do antes desta idade (Sellon & Hartmann, 2012; Fenimore, 2014).
A obtencao de resultados positivos em gatos clinicamente saudaveis ou com baixo risco de
exposicdo deve ser sempre confirmada. Para tal, pode repetir-se a detecdo de anticorpos ou
recorrer a métodos que permitem detetar o antigénio, de entre os quais se destaca o PCR
real-time (que permite quantificar a carga viral), cuja utilizacdo tem vindo a aumentar. Apesar
de fiavel, o isolamento viral € demasiado laborioso e, como tal, ndo se realiza por rotina (Hosie
et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012).

N&o existindo nenhum tratamento especifico com eficacia a longo prazo, esta area € ainda
hoje alvo de muitas investigacfes. Na terapéutica do FIV podem ser utilizados farmacos
antivirais, mas até a data sdo poucos o0s estudos cientificos controlados que possam
fundamentar a sua eficicia. De todos, o AZT (azidotimidina) é o que se encontra melhor
estudado, estando descrito que diminui a carga viral plasmatica, melhora o estado clinico do

animal e aumenta a sua sobrevivéncia e qualidade de vida. No entanto, a anemia nao
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regenerativa é um efeito adverso comum e o FIV pode tornar-se resistente ao AZT. Com o
objetivo de promover uma melhoria na fungdo imunitaria sdo também muitas vezes utilizados
imunoestimulantes, de entre os quais se destaca o interferdo dmega recombinante felino
(rFelFN-w) (Sellon & Hartmann, 2012). Estudos prévios concluiram que o rFelFN-w induz
uma melhoria clinica e aumento da sobrevivéncia dos felinos, contudo, o protocolo que se
encontra autorizado (trés ciclos de 1 MU/kg/dia via subcuténea [SC], durante 5 dias) &
dispendioso. Assim, Gil et al. (2013) ensaiaram um protocolo terapéutico com administracédo
por via oral (0,1 MU/gato, SID [uma vez ao dia], durante 90 dias), de forma a comparar a sua
eficacia, tendo os seus resultados mostrado que o protocolo PO né&o era inferior ao SC,
representando assim uma boa alternativa. Para além disto, os gatos FIV-positivos necessitam
de um maneio especifico, nomeadamente o0 seu isolamento para minimizar a ocorréncia de
infecBes secundarias e o risco de transmissao a outros gatos, a promoc¢ao da castragdo em
gatos inteiros para reduzir o comportamento agressivo, boa nutricdo e exames médicos

semianuais (Sellon & Hartmann, 2012).

2.2.3.2. Virus da Leucemia Felina

O virus da leucemia felina (FeLV) é um retrovirus simples, pertencente ao género
Gamaretrovirus, capaz de infetar o gato doméstico e pequenos felideos silvestres, como o
gato-bravo e o lince. Durante muitos anos a infecdo por FelLV foi considerada umas das
principais causas de mortalidade nos gatos, no entanto, devido as medidas de prevencédo
atualmente disponiveis, a importancia epidemioldgica deste virus tem vindo a diminuir
drasticamente. A infe¢&@o por FeLV ocorre a nivel mundial, mas a sua prevaléncia esté sujeita
a variacOes geograficas (Lutz et al., 2009). Um estudo realizado em Portugal mostrou que a
prevaléncia de FeLV nos gatos errantes, na zona metropolitana de Lisboa, foi de 7,1% (Duarte
et al., 2009).

Tendo em conta 0 mapa genético, o FeLV pode ser dividido em quatro subgrupos: A, B, C e
T. Destes, apenas o subgrupo A é contagioso; os restantes ndo sdo transmitidos entre gatos,
mas podem ser gerados “de novo” a partir de mutagdes e recombinag¢des do subgrupo A e de
retrovirus endégenos. De facto, estdo presentes no genoma felino retrovirus endégenos néo
patogénicos que ndo se replicam e que sao transmitidos & descendéncia. Os gatos infetados
em circunstancias naturais contém sempre o subgrupo A isoladamente ou em combinagéo
com outro(s) (Dunham & Graham, 2008; MacLachland & Dubovi, 2011; Hartmann, 2012).

A transmissao do FeLV ocorre essencialmente através da saliva de gatos virémicos, na qual
a concentracdo do virus € muito superior a do sangue. Assim sendo, o FeLV transmite-se de
modo horizontal durante comportamentos sociais amigaveis, como 0 grooming, ou agressivos
através de mordeduras. Este virus pode também ser transmitido através da partilha de
comedouros e bebedouros, apesar desta via se encontrar limitada a gatos em estreito

contacto social devido a baixa resisténcia viral no ambiente. A infecdo por FeLV também pode
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ser transmitida verticalmente, por via transplacentaria, em gatas gestantes virémicas, dando
origem a reabsorcdo fetal, nados-mortos ou morte neonatal; porém, cerca de 20% dos
gatinhos podem sobreviver ao periodo neonatal e tornar-se persistentemente infetados.
Apesar disto, é geralmente através dos cuidados maternos que os gatinhos adquirem a
infecdo (quando a mée realiza 0 seu grooming) (Dunham & Graham, 2008; MacLachland &
Dubovi, 2011; Hartmann, 2012).

A evolucdo da infecéo por FeLV é muito variavel, dependendo de fatores como a idade e o
sistema imunitario do animal, a carga viral infetante e a presenca de comorbilidades (Dunham
& Graham, 2008). Apo6s exposicao, ocorre replicagdo viral no tecido linfoide da orofaringe e,
dependendo da eficacia da resposta imunitdria montada, o desfecho da infecdo difere
podendo esta ser classificada em abortiva, regressiva, progressiva e focal/atipica (Hartmann,
2012).

A infecdo abortiva é relativamente rara e caracteriza-se pelo desenvolvimento de uma
resposta imunitaria humoral e celular eficaz que consegue conter a replicagéo viral e, como
tal, ndo ocorre uma fase de virémia. Esta forma estd muito associada a individuos
imunocompetentes expostos a baixa dose viral que, por isso, demonstram um titulo de
anticorpos neutralizantes elevado com resultados negativos na pesquisa de antigénio no
sangue. Contudo, estudos recentes demonstraram que nestes gatos o virus pode ser detetado
numa fase mais tardia, o que explica a detecao dos anticorpos passados Varios anos apoés a
infecdo. Como tal, questiona-se, hoje, se estes gatos sdo realmente capazes de eliminar
completamente a infe¢do por FeLV (Hartmann, 2012).

Na infecdo regressiva ocorre uma fase de virémia transitéria na qual o virus se dissemina para
tecidos alvo, entre os quais o timo, baco, linfonodos e glandulas salivares. Na maioria dos
gatos a virémia mantém-se geralmente por apenas 3-6 semanas (maximo de 16 semanas),
durante a qual os gatos excretam o virus e este pode ser detetado no sangue. No entanto, os
animais conseguem montar uma resposta imunitaria eficaz que impede a replicacao viral e
elimina a virémia antes ou logo ap6s a infecdo da medula 6ssea. Estes gatos deixam, entéo,
de produzir particulas virais, pelo que o hospedeiro ndo representa uma fonte de contagio.
Porém, quando a virémia persiste por um longo periodo de tempo de tal modo que permite o
estabelecimento da infecdo na medula 6ssea, ocorre integracdo do provirus no genoma das
células estaminais e, como tal, os animais deixam de ser capazes de eliminar a infegéo,
mesmo controlando a virémia — estado de laténcia — ndo havendo replicacéo viral. Apesar de
pouco comum, a infecdo pode ser reativada espontaneamente ou devido a um estado de
imunossupresséao (Hartmann, 2012).

Em gatos com infe¢do progressiva, a resposta imunitaria desenvolvida ndo é suficiente e,
como tal, a virémia mantém-se por mais de 16 semanas e 0s gatos tornam-se
persistentemente virémicos e contagiosos para 0s gatos suscetiveis. Naturalmente, o titulo de

anticorpos neutralizantes nestes animais € baixo, apesar de haver replicacao viral persistente
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na medula 6ssea, baco, linfonodos e glandulas salivares. Os gatos jovens e imunodeprimidos
sd0 0s que se encontram em maior risco de desenvolver infecdo progressiva e doencas
associadas ao FelLV que, geralmente, sdo causa de mortalidade dentro de 3 anos. Numa fase
inicial a infecdo progressiva € indistinguivel da regressiva, mas estas podem ser diferenciadas
pela repeticdo de testes que detetam a virémia (Hartmann, 2012).

A infecdo focal ou atipica raramente é observada em condi¢des naturais e caracteriza-se pela
replicacdo viral em locais atipicos, nomeadamente nas glandulas mamaéarias, bexiga e olhos.
Neste tipo de infecdo ocorre uma producédo intermitente e baixa de antigénio que pode ser
responséavel pela obtengéo de resultados discordantes (Hartmann, 2012).

As consequéncias mais comuns associadas a infecdo por FelLV consistem no
desenvolvimento de neoplasias, altera¢cdes hematolégicas, imunossupressdo e doencas
imunomediadas (Lutz et al., 2009).

Relativamente as neoplasias, o FeLV est4 frequentemente envolvido na génese de linfomas
e leucemias agudas, apesar de também poder causar neoplasias ndo hematopoiéticas. Este
efeito deve-se a inser¢cdo do genoma viral numa regido proxima de um oncogene, 0 que
resulta na sua ativacdo e expressao, ou devido a recombina¢des no FeLV-A que culminam
na integracdo de um oncogene. Na prética clinica, o linfoma € a neoplasia que surge mais
comummente associada ao FelLV, sendo geralmente de células T (Dunham & Graham, 2008;
Hartmann, 2012). Em relacdo a localizagdo anatomica, tem-se verificado que o linfoma
mediastinico (comum em gatos jovens) é a forma que mais se encontra associada ao FelLV,
sendo este agente viral detetado em 80-90% dos casos. J& no linfoma multicéntrico, esta
descrito que 50% dos gatos sdo positivos ao FeLV, ao passo que no linfoma intestinal apenas
25-30% dos casos se encontram associados a esta infecdo (Hartmann, 2012). Um estudo
efetuado no linfoma extranodal felino mostra que, dos 149 gatos incluidos, apenas foi detetado
0 antigénio FeLV em 4 (Taylor et al, 2009), enquanto que num estudo incidente
especificamente no linfoma nasal 5 dos 51 gatos eram positivos ao FeLV (Haney et al., 2009).
No entanto, como referido, a prevaléncia de FeLV tem diminuido na populacéo felina; contudo,
a incidéncia de linfoma nesta espécie tem aumentado (particularmente em gatos geriatricos),
0 que permite concluir que nos dias de hoje a maioria dos linfomas em gatos ndo se encontram
associados ao FeLV (Dunham & Graham, 2008; Hartmann, 2012). A leucemia aguda €&
também uma neoplasia frequente que se encontra em gatos FelV-positivos, estando
estimado que estd presente em mais de 50% dos gatos infetados. Apesar de envolver
frequentemente as células linfoides, todas as linhagens hematopoiéticas séo suscetiveis e,
como tal, podem também ocorrer leucemias mieloides. Independentemente do tipo, na
leucemia aguda a medula 6ssea fica preenchida com células blasticas e a hematopoiese
encontra-se suprimida (Hartmann, 2012).

De entre as alteragcbes hematoldgicas, é frequente encontrar anemia nao regenerativa

(associada ao subgrupo C ou como resultado de doenca crénica), apesar de uma anemia
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regenerativa também poder ser notada devido a fendmenos hemoliticos secundarios a infecédo
por Mycoplasma spp. ou a um mecanismo imunomediado. Concomitantemente, podem estar
presentes outras citopénias como linfopénia (resultante da replicacdo viral em linfécitos),
neutropénia e trombocitopénia (causadas por mecanismos imunomediados induzidos pelo
virus ou hipoplasia medular) (Lutz et al., 2009; Hartmann, 2012). A linfopénia, caracterizada
por uma deplecéo preferencial de linfécitos CD4+, e a neutropénia, conjugadas com atrofia do
timo e disfuncé@o dos neutrofilos remanescentes, culminam num estado de imunossupresséao
que, regra geral, € mais grave que a causada pelo FIV. Com o sistema imunitario debilitado,
0S animais tornam-se mais suscetiveis a infecbes secundéarias e ao desenvolvimento de
gengivoestomatite e rinite crénicas (Lutz et al., 2009). Os gatos infetados com FelLV tornam-
se também mais predispostos ao desenvolvimento de doengas imunomediadas devido a
perda de linfocitos-T supressores e a deposi¢cédo de complexos imunes (Hartmann, 2012).

As técnicas utilizadas hoje em dia no diagnostico laboratorial do FeLV tém por base a detecao
do virus (um antigénio especifico, ARN viral ou ADN proviral) e, como tal, pode ser realizado
em qualquer idade. A semelhanca do FIV, encontram-se disponiveis testes ELISA e de
imunomigracdo rapida que permitem detetar o antigénio p27 (uma proteina da cépside
produzida em grande quantidade por células infetadas) (Dunham & Graham, 2008; Hartmann,
2012). Estes testes permitem encontrar um resultado positivo logo numa fase inicial da
infecdo, antes da medula 6ssea ser afetada, e nesta medida a positividade pode refletir a
virémia transitéria (infecdo regressiva) ou a virémia persistente (infecdo progressiva)
(Hartmann, 2012). No entanto, perante um resultado positivo num animal com baixo risco de
exposicao, deve ser sempre feita a sua confirmacédo e para tal € usual recorrer-se a outros
métodos como o PCR ou a imunofluorescéncia (IF) direta. O PCR é uma técnica altamente
sensivel e permite detetar (PCR convencional) ou quantificar (PCR real-time) sequéncias
nucleotidicas virais, seja ARN viral ou ADN proviral, em variadas amostras biolégicas (sangue,
medula éssea e até saliva). Varios autores sugerem que o PCR é particularmente util nos
gatos com infecdo latente, tendo em conta que testam negativo na detecdo de antigénio, mas
positivo na pesquisa de provirus. Por sua vez, a IF deteta a p27 em células infetadas, podendo
ser feita em esfregacos sanguineos ou de medula 6éssea (Dunham & Graham, 2008).
Quando alcancado o diagnostico de FelLV, devem ser adotadas medidas de maneio
especificas, nomeadamente o isolamento destes gatos de modo a evitar o contacto com
outros néo infetados, a castragdo dos gatos inteiros, o fornecimento de uma boa alimentacgéo,
assim como a realizacdo de exames médicos regulares (de preferéncia a cada 6-12 meses).
Devem ser ainda instituidas medidas terapéuticas de suporte (fluidoterapia, transfusdes
sanguineas, antibioterapia no caso de infe¢cdes secundérias e quimioterapia na abordagem
ao linfoma) quando surgem as tipicas doencas associadas ao FeLV. A administracdo de
antivirais e imunomoduladores estd também descrita, apesar de existirem poucos estudos

controlados que comprovem a sua eficacia (Lutz et al., 2009; Hartmann, 2012). Porém,
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recentemente, tém sido conduzidos trabalhos no sentido de avaliar o raltregravir (um antiviral
com agdo em gamaretrovirus), com resultados in vitro e in vivo que demonstram o seu
potencial terapéutico (Cattori, Weibel & Lutz, 2011; Boesch et al., 2014). Apesar da esperanca
média de vida de gatos com FelLV ser baixa, estas medidas tém permitido registar um
aumento na sua sobrevivéncia (Hartmann, 2012).

Dada a gravidade da doenca causada pelo FelLV, as medidas de prevencéo revestem-se de
uma importancia incomparavel, sendo evidente que a sua adog&do tem permitido diminuir a
prevaléncia desta infecdo. Por um lado, a realizacdo de testes de despiste tem permitido
detetar gatos positivos cada vez mais precocemente e, desta forma, minimizar o contagio.
Hoje em dia defende-se que o estatuto em relacdo ao FelLV deve ser conhecido em todos os
gatos. Por outro lado, encontram-se disponiveis vacinas contra o FeLV consideradas “nao-
essenciais” que, como tal, apenas sdo recomendadas em gatos que apresentam risco de
exposicao (Hartmann, 2012). A primovacinacao consiste numa dose inicial em gatinhos com
8 semanas e uma segunda dose passadas 3-4 semanas. Posteriormente, é recomendado um

refor¢co passado um ano com revacinagdes a cada 2-3 anos (Day et al. 2015).

2.2.4. Erliquiose monocitica canina

A erliquiose monocitica canina (EMC) é uma doenca transmitida por vetores causada pelo
agente Ehrlichia canis, uma bactéria Gram-negativa intracelular obrigatéria com tropismo para
mondcitos e macréfagos, nos quais aparece sob a forma de agregados a que se atribui a
designacdo de moérula. A E. canis infeta membros da familia Canidae, sendo transmitida por
vetores ixodideos da espécie Rhipicephalus sanguineus. Apesar da distribuicdo mundial, a
EMC ocorre essencialmente em zonas tropicais e temperadas (Seixas, Alho, Guerra &
Madeira de Carvalho, 2011; Harrus, Waner & Neer, 2012). Um estudo realizado a nivel
nacional com o objetivo de determinar a seroprevaléncia de varias doengas transmitidas por
vetores verificou a presenca de anticorpos contra E. canis em 4,1% da amostra de caes
clinicamente saudaveis e em 16,4% da amostra de cédes suspeitos de deterem uma destas
doencas. Para além disto, neste mesmo estudo foi também possivel concluir que a
seropositividade foi superior no sul de Portugal (particularmente no Algarve e Alentejo), em
detrimento do norte e centro do pais (Cardoso, Menddo & Madeira de Carvalho, 2012).

O ixodideo R. sanguineus é de trés hospedeiros e adquire a E. canis durante o estadio de
larva ou ninfa, aquando da refeicdo sanguinea num canideo infetado. O modo de transmisséo
é transestadial (na qual a infecdo é transmitida para os estadios subsequentes), ndo se
verificando transmisséo transovarica para a geracao seguinte. A infecdo em caes suscetiveis
surge quando a carraca faz nova alimentacéo e contamina o local da picada com as secre¢des
salivais, as quais veiculam o agente (Harrus et al., 2012). O facto da picada estimular a
migracao das células mononucleares ao local da inoculagéo parece acelerar a infecao (Seixas
et al., 2011).
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Apdbs um periodo de incubacgéo de 8-20 dias, a evolucéo clinica da doenca pode ser dividida
em trés fases — aguda, subclinica e cronica. A fase aguda pode durar entre 1 a 4 semanas e
caracteriza-se pelo aparecimento dos sinais clinicos, nomeadamente letargia, anorexia, perda
de peso, linfadenomegdlia, febre, petéquias, equimoses, hemorragias e alteragdes oculares.
Caso a doenca nédo seja detetada ou corretamente abordada, evolui para uma fase subclinica
em que o hospedeiro se torna portador assintoméatico, situacéo que se pode manter por meses
ou até anos. Nesta fase, os individuos imunocompetentes podem conseguir eliminar a infecéo
e recuperar espontaneamente; 0s que nao o conseguem progridem para a fase crdnica,
associada a mortalidade elevada e que se caracteriza pelo aparecimento de pancitopénia
grave resultante de hipoplasia medular (Harrus et al., 2012). Os mecanismos responsaveis
por esta mielossupressao ainda nao se encontram compreendidos, sabendo-se apenas que
a mielofibrose ndo é um fator significativo, tendo em conta resultados de bi6psias medulares
efetuadas (Mylonakis, Day, Siarkou, Vernau & Koutinas, 2009). Apesar de ndo se registar
predisposicdo racica, o Cao de Pastor Alemé&o parece ser particularmente suscetivel a E.
canis, exibindo sinais mais graves e uma taxa de mortalidade superior, possivelmente devido
a uma resposta imunitaria celular menos expressiva (Harrus et al., 2012).

O diagnostico de EMC pode ser feito através da visualizagdo das morulas nos mondcitos, em
esfregacos sanguineos totais ou apenas da camada leucocitaria (buffy-coat), ou ainda em
macroéfagos obtidos a partir de puncao aspirativa de tecidos; no entanto, este método é pouco
sensivel. Nesta medida, € comum recorrer-se a testes de diagndstico, considerados de
primeira abordagem, que se baseiam na pesquisa de anticorpos por IF indireta ou ELISA
(Harrus et al., 2012). De modo geral a seroconversao ocorre 7 dias apds a exposi¢cao, mas
pode demorar até 28 dias (Neer, 2003). Contudo, esta descrita a ocorréncia de reatividade
cruzada com outras espécies do género Ehrlichia sp. e com microrganismos filogeneticamente
proximos, como € o caso do Anaplasma sp.. Os resultados obtidos devem, por isto, ser
interpretados em conjunto com a localizacdo geogréfica, a anamnese e o quadro clinico do
doente (Alexandre et al., 2008; Harrus et al., 2012). Quando necessario, podem ser utilizadas
outras técnicas, nomeadamente o Western blot e o PCR, que permitem caracterizar e
distinguir a espécie envolvida e, por conseguinte, esclarecer potenciais rea¢fes cruzadas
(Neer, 2003). Alexandre et al. (2008) realizaram o primeiro estudo em Portugal que visou
detetar a E. canis através do PCR em 55 cées, tendo verificado que 12 destes eram positivos.
Para além disto, efetuaram concomitantemente a técnica de IF, sendo que em 7 destes 12
cées nédo se detetaram anticorpos. Tendo em conta que o PCR deteta o ADN a partir do quarto
dia pds-infecdo, os autores reforcam assim o pressuposto de que as técnicas serologicas e
moleculares devem ser utilizadas em conjunto de modo a obter um diagnostico precoce. O
facto da sensibilidade do PCR a partir de amostras de sangue nao ser suficientemente elevada
€ um dos fatores que tem limitado a sua utilizacao como unico teste de diagnostico. Porém, o

PCR real-time é mais sensivel que o método convencional e providencia resultados
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guantitativos, pelo que a sua importancia tem vindo a aumentar no diagnéstico de varias
doencgas (Harrus et al., 2012).

A terapéutica da EMC consiste na instituicdo de cuidados de suporte e antibioterapia, sendo
as tetraciclinas bastante eficazes. Destas, a doxiciclina é a considerada o farmaco de elei¢céo,
pois, por ser lipossolivel, penetra no meio intracelular de modo a eliminar a infe¢éo; no
entanto, € requerido um periodo terapéutico prolongado (21-28 dias). Apesar do cloranfenicol
se encontrar recomendado em cachorros com menos de 5 meses, nos quais se evita a
utilizag&o de tetraciclinas devido a descoloracéo dentaria, varios autores defendem, tendo em
conta os seus efeitos adversos e o impacto da sua utilizagdo na satde publica, que este deve
ser reservado para os casos refratarios a doxiciclina. Quando a terapéutica € instituida na fase
aguda, a maioria dos animais consegue recuperar, registando-se melhorias clinicas em 24-48
horas. Quando a fase cronica ja se encontra instalada, de modo geral os cdes ndo respondem
ao tratamento, ndo se verificando melhorias significativas nas alteragdes clinicas e
laboratoriais, pelo que o prognéstico nestes animais é grave (Harrus et al., 2012).

Quando atingida a recuperacéo, os cdes nao parecem adquirir imunidade pelo que podem ser
reinfetados, estando em maior risco aqueles que se encontram em areas endémicas. Como
tal, & importante sensibilizar os proprietarios em relacdo as medidas preventivas,

nomeadamente o rigoroso controlo dos vetores ixodideos (Harrus et al., 2012).

2.2.5. Mielossupresséo induzida por farmacos

A mielossupressao é uma reagéo adversa bem conhecida de diversos farmacos, afetando a
producdo das células hematicas, que se manifesta no sangue periférico pelo aparecimento
sequencial de leucopénia, trombocitopénia e, em casos prolongados, anemia (Carey, 2003;
Bailey, 2014).

Os compostos quimioterapicos citotoxicos representam o grupo de farmacos mais
comummente associado a mielossupressao devido a sua toxicidade sobre a medula 6ssea
(tabela 3), uma vez que atuam preferencialmente em células com grande atividade mitética e
nao exibem seletividade especifica contra células tumorais, podendo, pois, afetar de igual

modo as células normais do organismo (Carey, 2003; Weiss, 2012; Bailey, 2014).

Tabela 3: Classificacdo dos farmacos antineoplasicos em funcdo do risco para induzir

mielotoxicidade. Adaptado de Frimberger e Moore, 2009; Weiss, 2012.

Alto Moderado Baixo - Nulo
e Carboplatina e Cisplatina e L-asparaginase
¢ Ciclofosfamida e Clorambucil e Bleomicina
¢ Citarabina e Metotrexato
¢ Doxorrubicina ¢ Vincristina

e Lomustina 5-Fluoruracilo

¢ Vinblastina
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Como tal, as células precursoras presentes na medula 6ssea, por apresentarem indices
mitoticos elevados, sdo intrinsecamente mais sensiveis a acao dos quimioterapicos. Esta é
uma reacao adversa de tipo A ou |, ou seja, que afeta a generalidade da populagéo, é dose-
dependente e previsivel (Carey, 2003; Weiss, 2012; Bailey, 2014). Assim sendo, por ser um
fendmeno expectavel, imediatamente antes de qualquer administracdo de um quimioterapico,
é fundamental que se efetue um hemograma, estando advogado que se a contagem de
neutrdfilos for inferior a 3,00 x 10%/ul a sessdo deva ser protelada por 3-7 dias (Frimberger,
2011). Para além disto, sabendo-se a partida que a contagem de neutrdfilos decai nos dias
subsequentes a sua administracdo, atingindo o seu minimo (nadir) entre os 5-10 dias, é
recomendada a realizacdo de um novo hemograma passados 7 dias e, caso o valor absoluto
de neutrdfilos seja inferior a 1,00 x 10%/ul, é necessario reduzir a dose em 10-25% na sessao
seguinte (Brewer, 2003; Frimberger, 2011; Bailey, 2014).

Atualmente a utilizacao profilatica de antimicrobianos no doente oncolégico € uma tematica
controversa tanto em medicina veterinaria, como em medicina humana. Nos ultimos anos tem-
se registado um aumento preocupante na incidéncia de resisténcias bacterianas e, como tal,
tém surgido inUmeras vozes que defendem o uso prudente e racional destes farmacos
(Boudreaux, 2014). Deste modo, em oncologia humana a prescricdo de antimicrobianos de
forma profilatica ndo est4d recomendada como procedimento de rotina (Carey, 2003),
encontrando-se restringida aos doentes com neutropénia que apresentam um risco
aumentado de desenvolver sépsis apés a quimioterapia (Boudreaux, 2014). J& em medicina
veterinaria, tradicionalmente era recomendada a instituicdo de antibioterapia de largo espetro
por via PO apés a administracdo de um quimioterapico a todos os animais e, ainda hoje,
muitos autores defendem esta medida terapéutica (Frimberger & Moore, 2009; Frimberger,
2011; Bailey, 2014). No entanto, tém sido realizados esfor¢gos no sentido de criar uma nova
abordagem, semelhante a de medicina humana, que consiste em identificar os doentes
oncoldgicos em risco de desenvolver neutropénia e sépsis, prescrevendo antimicrobianos
apenas a esses (Boudreaux, 2014). Com este objetivo, foi publicado um estudo que pretendeu
determinar eventuais fatores de risco que possam estar associados ao desenvolvimento de
sépsis em animais a receber quimioterapia, tendo-se verificado que cdes com baixa condi¢éo
corporal, com neoplasias hematopoiéticas, com protocolo quimioterdpico que inclui a
utilizacdo de doxorrubicina e vincristina e que se encontram na fase de inducdo sdo os que
apresentam maior risco de desenvolver sépsis (Sorenmo, Harwood, King & Drobatz, 2010).
Outra molécula muito associada a depressdo da medula éssea € a azatioprina, um farmaco
imunossupressor utilizado no maneio de afe¢cdes imunomediadas no cédo, estando
particularmente descrita a sua utilizagdo terapéutica em casos de anemia hemolitica,
trombocitopénia, doengas cutaneas e enteropatias imunomediadas e na miastenia gravis
(Gregory, 2014). A azatioprina raramente é utilizada em monoterapia, sendo ha maior parte

das vezes adicionada a um protocolo terapéutico ja existente quando a dose de
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corticosteroide é insuficiente ou esta a causar efeitos secundarios exacerbados. Os gatos
parecem ser particularmente sensiveis a este farmaco devido a uma deficiéncia enziméatica
envolvida na sua metabolizacédo, sendo desencadeada uma mielossupressao grave, pelo que
a sua administracao esta contraindicada nesta espécie (Weiss, 2012, Ramsey, 2014). Quando
a azatioprina € administrada em caes sdo feitas recomendagfes no sentido de realizar
hemogramas para monitorizacdo ao longo do tratamento, nomeadamente a cada 1-2
semanas durante o periodo inicial e, posteriormente, a cada 1-2 meses, quando atingida a
dose de manutencao (Ramsey, 2014). Em casos de leucopénia grave, a azatioprina deve ser
descontinuada de imediato, retornando os valores hematologicos ao normal (Weiss, 2012).
A mielossupressdo pode também ser resultado de reacdes idiossincraticas, classificadas
como reacdes adversas de tipo B ou Il. Por definicdo, estas sdo acontecimentos raros,
imprevisiveis, independentes da dose e que geralmente afetam apenas uma pequena
proporcao da populagéo (estando associadas a uma suscetibilidade individual). Dada a clara
dificuldade em estabelecer uma relagdo causa-efeito, representam um auténtico desafio no
seu diagndstico (Trepanier, 2013). Em medicina veterinaria, ja foi descrito que os farmacos
fenobarbital, fenilbutazona, carprofeno, sulfamidas, griseofluvina, captopril, metronidazol e
colchicina séo capazes de induzir mielossupressdo através deste tipo de reagdo (Weiss,
2012).

Apesar do mecanismo de acdo tdxica ndo se encontrar completamente esclarecido, pensa-se
gue o fenobarbital, um anticonvulsivo de primeira linha bastante utilizado, pode causar
mielonecrose em alguns cées apds uma terapéutica crénica (Weiss, 2005, 2012). Jacobs,
Calvert e Kaufman (1998) descreveram a ocorréncia desta idiossincrasia em trés caes que
desenvolveram pancitopénia apés 2 meses de iniciar o tratamento com fenobarbital e, de
modo semelhante, Jung, Kang e Park (2015) referem um caso de uma cadela que se
apresentou com pancitopénia 7 semanas depois desta terapéutica. Apés a descontinuacéo
do farmaco verifica-se que a medula 6ssea pode demorar 3-8 semanas a recuperar (Weiss,
2012; Jung et al., 2015).

A terapéutica com fenilbutazona, um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), também ja foi
associada ao desenvolvimento de pancitopénia, que tanto pode ocorrer duas semanas apos
a sua instituicdo, como meses ou anos depois da sua administracdo. Na primeira situacdo
estdo envolvidos mecanismos imunomediados e a supresséo da divisdo celular, enquanto o
uso cronico é responséavel por mielonecrose. O carprofeno é outro AINE que ja foi associado
a ocorréncia de necrose da medula 6ssea em cdaes, tendo causado repercussdes
hematoldgicas (citopénias) que recuperaram espontaneamente com a sua suspensao (Weiss,
2005, 2012).

Os antimicrobianos do grupo das sulfamidas podem também causar pancitopénia 10-14 dias
apos o inicio do tratamento, verificando-se substituicdo da medula 6ssea por tecido adiposo,

apesar de também poderem estar presentes mecanismos imunomediados (Weiss, 2012).
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Ja o antifungico griseofulvina causa reacfes idiossincraticas em gatos, as quais se
caracterizam pela ocorréncia de neutropénia ou panleucopénia varias semanas apos o inicio
da terapéutica, apresentando-se a medula 0ssea destes animais hipoplasica (Weiss, 2012).
Outros trabalhos cientificos afirmam que a administragdo continua de captopril durante 18
meses causou aplasia medular num cédo (Holland, Stobie & Shapiro, 1996) e que o
metronidazol e a colchicina se encontram associados a mielonecrose nalguns animais (Weiss,
2005, 2012).

Apesar de no homem o cloranfenicol ser responsavel por uma mielossupressdo grave e
irreversivel de forma idiossincratica, em caes e gatos esta reagcdo adversa reveste-se de
menor importancia, sendo reversivel e dose-dependente (tipo A ou 1), ocorrendo quando se

ultrapassa largamente a dose terapéutica (Weiss, 2012; Plumb, 2015).

2.2.6. Afecdo priméaria da medula 6ssea

O termo mieloptise refere-se a substituicdo do tecido hematopoiético da medula éssea por
tecido anormal, o que resulta ndo s6 na destruicdo de células precursoras, mas também do
estroma medular responsavel por fornecer um microambiente adequado a maturacdo e
diferenciacdo destas células. Diversas doengas podem ser, primariamente, responsaveis por
este fendmeno, entre as quais neoplasias, mielofibrose e osteopetrose (Claus, 2015).

As neoplasias com sede na medula éssea podem ter origem hematopoiética (denominadas
leucemias) ou ndo hematopoiética, as quais incluem sarcomas como o condrossarcoma e o
osteossarcoma (Allison, 2010). As leucemias podem desenvolver-se a partir da linhagem
celular mieloide ou linfoide, sendo ainda classificadas em agudas ou crénicas, consoante o
grau de diferenciacdo das células neoplasicas e a evolucdo clinica. Nesta medida, nas
leucemias agudas as células neoplasicas sao essencialmente imaturas e pouco diferenciadas
(sendo caracterizadas pela presenca de células blasticas na medula 6ssea numa
percentagem igual ou superior a 20%) e encontram-se associadas a um curto periodo de
sobrevivéncia ap0ds o diagnoéstico. Ja nas leucemias cronicas é verificada uma predominancia
de células neoplasicas maturas e com algum grau de diferenciagdo, com maior tempo de
sobrevivéncia do doente (Thrall, 2012). O leucograma de animais com leucemia € bastante
variavel, podendo observar-se leucocitose, leucopénia ou até contagens celulares dentro dos
valores de referéncia (Tvedten & Raskin, 2012). No entanto, esta descrito que a ocorréncia
de anemia, neutropénia e trombocitopénia sdo achados laboratoriais mais frequentes e
tendencialmente mais graves nas leucemias agudas comparativamente as cronicas (Thrall,
2012). A medula 6ssea pode ainda ser afetada por infiltracdo metastética de tumores
primarios, de que sdo exemplo os carcinomas (Allison, 2010).

A sindrome mielodisplasica primaria, considerada um estadio pré-leucémico, € uma afecao
associada a defeitos qualitativos na medula 6ssea que resultam de mutacBes genéticas

adquiridas nas células estaminais hematopoiéticas. Apesar da celularidade medular se
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apresentar normal ou mesmo aumentada, a hematopoiese encontra-se alterada, o que se
repercute na produc¢éo de células morfologicamente anormais que sdo destruidas por inducéo
de apoptose antes de serem libertadas na circulagdo. Deste modo, o diagnéstico é feito com
base na presenca de varias citopénias no sangue periférico e um aumento concomitante nas
células blasticas em aspirados medulares, mas numa percentagem inferior a 20%, com
alteracdes displasicas celulares notaveis (Allison, 2010; Weiss & Tvedten, 2012).

A mielofibrose consiste na substituicdo do tecido da medula 6ssea por tecido conjuntivo
fibroso devido a uma proliferacdo de fibroblastos associada a deposi¢cdo de colagénio. A
mielofibrose € comummente secundaria a varias doencas, entre as quais mielonecrose,
anemia hemolitica imunomediada e exposicao a radiacao, sendo que tradicionalmente nao se
considerava a existéncia de mielofibrose priméaria nos animais de companhia. Porém, tém
surgido casos relatados de mielofibrose idiopatica, também denominada metaplasia mieloide
e mieloesclerose, em cées e gatos, tendo sido sugerido que na sua patogenia estd uma
displasia megacariocitica, na qual megacariocitos e plaquetas atipicos produzem fatores de
crescimento que estimulam a proliferacdo de fibroblastos (Reagan, 1993; Weiss & Smith,
2002).

A osteopetrose é uma doenga 6ssea metabdlica hereditaria rara que ja foi descrita no céo e
no gato, sendo caracterizada por um defeito na reabsorcéo 0ssea pelos osteoclastos. Como
consequéncia, ocorre um aumento generalizado da densidade éssea, ficando a cavidade
medular preenchida por tecido dsseo, o que prejudica a hematopoiese (Tolar, Teilelbaum &
Orchard, 2004; Mendes Neto et al., 2013).

2.2.7. Hiperestrogenismo

Na espécie canina vérios estudos evidenciam os efeitos mielotéxicos induzidos pelos
estrogénios, podendo a exposicdo a esta hormona estar associada a processos de origem
enddgena (nomeadamente, o sertolinoma em machos e tumores ovaricos em fémeas) e
exdgena através da administracdo de analogos para maneio de certas afe¢cdes ou da sua
ingestdo acidental. No entanto, é de notar que, devido aos seus efeitos secundarios e ao
aparecimento de alternativas mais atrativas, a utilizacdo terapéutica dos estrogénios tem
decaido. A sensibilidade aos estrogénios parece ser individual, tendo em conta que animais
sujeitos a mesma dose podem exibir apenas sinais ligeiros, ao passo que noutros a
mielossupressdo pode ser fatal (Sontas, Dokuzeylu, Turna & Ekici, 2009). J& os gatos
parecem ser relativamente resistentes aos efeitos que o hiperestrogenismo exerce sobre a
medula éssea (Kearns & Ewing, 2006).

O mecanismo pelo qual os estrogénios induzem depressédo da medula 6ssea ainda nédo se
encontra completamente definido, havendo opinides divergentes sobre esta questdo. Alguns

autores sugerem que se deve a uma destruicdo das células hematopoéticas estaminais
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(Weiss, 2012), enquanto que outros afirmam que estas ndo sdo afetadas, ocorrendo sim
producdo de um fator inibidor da mielopoiese (Sontas et al., 2014; Claus, 2015).

Aquando de exposicdo cronica, os machos podem exibir sindrome de feminizagéo
caracterizada por ginecomastia, alopécia simétrica bilateral e hiperpigmentacdo da zona
inguinal. No caso particular do hiperestrogenismo causado por sertolinoma, deve ser
investigada a possibilidade de criptorquidismo. Em fémeas, o hiperestrogenismo nédo é
clinicamente expressivo, podendo apenas estar associado a uma fase de estro persistente
(Kearns & Ewing, 2006). A nivel hematologico, os caes afetados desenvolvem uma resposta
inicial caracterizada por leucocitose que, contudo, é seguida por mielossupressdo com
consequente anemia nao regenerativa, leucopénia e trombocitopénia. Os resultados
citoldgicos do aspirado medular sdo concordantes com estes achados, revelando uma
hipocelularidade de todas as linhagens (Sontas et al., 2014).

A terapéutica a instituir nestes casos vai depender da etiologia subjacente e consiste na
remocdo da fonte dos estrogénios. Contudo, a recuperagdo é longa e exige cuidados de
suporte intensivos para minimizar as consequéncias da pancitopénia, entre as quais
transfusdes sanguineas e antibioterapia. Em caes nao tratados, o progndéstico torna-se pouco
favoravel, dado que os animais tendem a morrer de complicagbes relacionadas com

hemorragias e infegBes secundérias (Sontas et al., 2014).

2.2.8. Hematopoiese ciclica do Collie cinzento

A hematopoiese ciclica é uma doenca hereditéria transmitida de forma autoss6mica recessiva
gue se encontra em céaes das racas Collie de Pélo Comprido e Collie de Pélo Curto com
pelagem cinzenta, sendo causada por uma mutacdo de insercdo no gene AP3Bl. O
mecanismo pelo qual esta mutacdo € responsavel pela patogenia da doenca ainda nao se
encontra esclarecida, mas tem sido proposto que prejudica o transporte intracelular da enzima
elastase neutrofilica que, entre outras funcdes, parece participar na regulacdo da
granulopoiese. A hematopoiese ciclica caracteriza-se entdo pelo aparecimento de uma
neutropénia grave com cerca de 2-4 dias de duracdo, a qual ocorre a cada 11-14 dias
(Rothrock, 2014; Claus, 2015).

A doenca € geralmente detetada precocemente, as 4-6 semanas de idade, devido a episodios
de infe¢des recorrentes. A predisposicao racica e o facto destes cachorros serem tipicamente
0s mais pequenos e fracos da ninhada auxiliam no diagndstico (Rothrock, 2014).

Nestes animais, o progndstico é reservado, tendo em conta que a maioria sucumbe poucas
semanas ap0s o nascimento. No entanto, com os cuidados de suporte adequados,
nomeadamente monitorizagdes hematolédgicas regulares e tratamento de eventuais infecdes
secundarias, alguns animais podem atingir os 2-3 anos de idade (Rothrock, 2014). Com o
objetivo de efetuar avancos na doenca equivalente em humanos, foi testado num Collie

cinzento com hematopoiese ciclica o transplante alogénico de medula 6éssea, tendo-se
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verificado um resultado bastante positivo com recuperacdo da granulopoiese (Dale & Graw,
1974). Todavia, esta abordagem € dispendiosa e encontra-se pouco disponivel em medicina
veterindria (Rothrock, 2014).

2.3. Neutropéniaimunomediada
A destruicao imunomediada de neutrofilos € uma causa relativamente rara de neutropénia que
pode afetar caes (McManus, Litwin & Barber, 1999; Brown & Rogers, 2001b; Vargo, Taylor &
Haines, 2007). A neutropénia imunomediada (NIM) pode ser priméria (ou idiopética) ou
ocorrer secundariamente a processos de etiologia infeciosa, neoplasica ou apoés
administracdo de farmacos e, de modo geral, tende a causar uma neutropénia grave com
contagens inferiores a 0,50 x 10° neutréfilos/ul (Brown et al., 2006; Nibblett & Carr, 2007;
Vargo et al., 2007).
A fisiopatologia desta doenca tem por base a destruicdo de neutréfilos circulantes e/ou dos
seus precursores na medula 6ssea devido a producdo de anticorpos contra antigénios
especificos na membrana dos neutrdéfilos. Atualmente, sabe-se que estes antigénios surgem
no estadio de mielécito, aumentando o seu numero & medida que a maturagéo dos neutroéfilos
progride. Como consequéncia, ocorre opsonizagao destas células com posterior remocao pelo
sistema monocitico-macrofagico no baco, figado, linfonodos e medula Ossea. A
trombocitopénia ocorre concomitantemente em cerca de 25% dos cdes com NIM e, nestes
casos, suspeita-se que os anticorpos sao dirigidos contra antigénios inespecificos presentes
em mais que uma célula hemética (Vargo et al., 2007).
A maioria dos animais afetados € assintomatica; no entanto, alguns exibem sinais clinicos
pouco especificos, entre os quais febre persistente, anorexia e letargia (McManus et al, 1999;
Brown et al., 2006; Nibblett & Carr, 2007; Vargo et al., 2007).
O diagnéstico definitivo de NIM requer a demonstragdo da presencga de anticorpos anti-
neutréfilos e, como tal, nos casos clinicos descritos tém sido utilizados testes de
leucoaglutinacao, IF indireta e citometria de fluxo para a sua detecdo (McManus et al, 1999;
Vargo et al., 2007). Porém, estes testes ndo sdo exequiveis em todos os laboratérios e a sua
validade em medicina veterinaria é ainda escassa. Desta forma, o diagnéstico de NIM é feito
com base na excluséo das outras causas de neutropénia, na avaliacao citologica da medula
0ssea e na resposta favoravel a terapéutica (Brown et al., 2006; Nibblett & Carr, 2007; Vargo
et al., 2007). Na citologia medular podera, entdo, ser observada uma hiperplasia granulocitica,
como resposta compensatdria a destruicdo dos neutréfilos circulantes, ou hipoplasia
granulocitica quando os anticorpos séo dirigidos contra as células precursoras na medula
Ossea (Brown et al., 2006; Vargo et al., 2007).
A terapéutica consiste essencialmente em promover um estado de imunossupressao e, para
tal, € comum recorrer-se a administracdo de corticosteréides e, nalguns casos, a sua

associacdo com azatioprina ap0s ponderacdo do risco-beneficio (Vargo et al., 2007). De
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acordo com varios autores, € expectavel que ocorra um aumento na contagem de neutréfilos
poucos dias apos o inicio do tratamento (McManus et al, 1999; Brown et al., 2006; Vargo et
al., 2007), podendo, no entanto, tal demorar trés semanas (Nibblett & Carr, 2007). Aquando
da estabilizacdo da doenca, deve ser tentada uma reducéo gradual das doses terapéuticas
de modo a determinar a dose minima de manutencéo (Nibblett & Carr, 2007; Vargo et al.,
2007).

Apesar de esta ser uma afecdo até recentemente associada exclusivamente a caes, ja foi
relatado um caso de NIM priméria num gato de 18 meses que apresentava episodios de febre,
letargia e neutropénia persistente (sem desvio a esquerda) ao longo de 8 meses. Como
mencionado para os caes, o diagndstico deste caso foi feito por exclusdo das outras causas
de neutropénia, pelos resultados compativeis obtidos na citologia da medula 6ssea (hipoplasia
da linhagem neutrofilica, com auséncia de neutréfilos maturos e raras células precursoras) e
pela resposta positiva, a curto e a longo prazo, a terapéutica imunossupressora (Waugh, Scott
& Bryan, 2014).

3. Fator estimulador de colénias de granulécitos

Como previamente referido, 0 G-CSF é uma das inimeras citocinas enddgenas que intervém
na leucopoiese, sendo especifico da linhagem neutrofilica. A acdo biolégica do G-CSF é de
tal modo relevante na producdo destas células que murganhos aos quais se inativou o gene
gue o codifica e que, como tal, eram deficientes em G-CSF enddgeno, exibiram neutropénia
crénica com mobilizacéo disfuncional dos neutréfilos remanescentes (Lieschke et al., 1994).
A deficiéncia em G-CSF enddgeno de ocorréncia natural também ja foi descrita num céo de 3
anos, de raca Rottweiler, com neutropénia grave cronica sem causa identificavel, ndo
responsiva a imunossupressores e cujo aspirado medular revelava diminui¢éo do racio M:E e
interrupcdo do processo de maturacdo dos neutréfilos, havendo apenas 25% de células
maturas ao invés dos 80% fisiologicos. Andlises realizadas post mortem mostraram que a
concentrac@o serica de G-CSF era indetetavel, o que é um achado anormal em individuos
neutropénicos (Lanevschi, Daminet, Niemeyer & Lothrop, 1999).

O G-CSF é produzido por varias ceélulas, entre as quais macrofagos ativados, células
endoteliais e fibroblastos, e atua por ligacdo a recetores de superficie celular especificos
localizados nas células precursoras dos neutréfilos. Desta forma, o G-CSF estimula a
proliferacéo e a diferenciacdo destas células, mas também apresenta uma a¢édo na redugéo
do tempo de maturacdo de 5 dias para 1 dia e aumenta a libertagdo dos neutrofilos maturos
presentes no pool de armazenamento. O efeito cumulativo de todos estes mecanismos resulta
no aumento do numero absoluto dos neutréfilos na corrente sanguinea de forma quase
imediata. Para além disto, esta também descrito que o G-CSF é responséavel por um aumento
da funcionalidade quimiotatica e fagocitaria dos neutréfilos (Welte, Gabrilove, Bronchud,
Platzer & Morstyn, 1996; Cohn et al., 1999).
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3.1. Fatores estimuladores de colénias de granuldcitos recombinantes humanos
Reconhecendo o seu potencial terapéutico, a industria farmacéutica desenvolveu moléculas
analogas ao G-CSF humano através de engenharia genética, nomeadamente por tecnologia
de ADN recombinante. O primeiro G-CSF recombinante humano (rhG-CSF) a aparecer foi o
filgrastim (produzido através da insercao do seu gene em células de E. coli) seguindo-se-lhe
o lenograstim (obtido a partir de células ovaricas de hamster chinés). Estas duas proteinas
apresentam uma pequena diferenca na sua estrutura quimica, o que lhes confere diferentes
propriedades fisico-quimicas (Welte et al., 1996; Sourgens & Lefrére, 2011; Bolis et al., 2013).
No entanto, o filgrastim e o lenograstim apresentam eficacia in vivo equiparavel (Sourgens &
Lefrere, 2011), diferindo essencialmente na sua estabilidade. O filgrastim € instavel a
temperatura ambiente e a valores de pH fisiologicos; ja o lenograstim (a semelhanca do G-
CSF endogeno) é estavel nestas condi¢des (Bolis et al., 2013). Ambos 0s compostos séo
eliminados por via renal, apresentando um tempo de semi-vida de 3-4 horas, pelo que a sua
posologia requer véarias administracdes SID (Shah & Welsh, 2014).

Contudo, com o objetivo de obter rhG-CSF de longa agéo, foi desenvolvido o pegdfilgrastim,
gue resulta da peguilacdo (adicdo de uma molécula de polietilenoglicol) do filgrastim. Ao
aumentar a sua massa molecular, verifica-se uma diminuicdo da sua excrecgado renal, sendo
essencialmente eliminado por enzimas presentes nos neutréfilos. Desta forma, o tempo de
semi-vida do pedfilgrastim aumenta para 15-80 horas, sendo assim apenas necessaria uma
dose (toma unica), a qual € equivalente a mdultiplas administracbes SID de filgrastim ou
lenograstim (Shah & Welsh, 2014; Guariglia et al., 2016).

Recentemente surgiu outro rhG-CSF de longa acdo, o lipedfilgrastim, que difere do
pegfilgrastim no local de insercdo da molécula de polietilenoglicol e que apresenta um tempo
de semi-vida 5-10 horas superior a este. Tendo em conta ensaios clinicos em humanos, a sua
eficacia é equivalente a do pedfilgrastim, sé requerendo igualmente uma administracao, e é
bem tolerado (Guariglia et al., 2016).

O mecanismo de a¢do dos rhG-CSF tem por base a sua ligacdo aos recetores do G-CSF
enddgeno, o0 que desencadeia uma resposta que mimetiza 0s seus efeitos bioldgicos,
nomeadamente a producédo e libertagdo de neutrofilos funcionais da medula 6ssea (Shah &
Welsh, 2014). De acordo com o Resumo das Caracteristicas do Medicamento do
Tevagrastim® (substancia ativa: filgrastim), no homem ocorre um aumento significativo do
namero absoluto de neutrofilos no sangue periférico nas primeiras 24 horas apos a
administracdo, apresentando os neutréfilos produzidos funcdo normal ou aumentada. Apos
suspensdo da terapéutica, o numero de neutrofilos circulantes diminui em 50% em 1-2 dias,
retornando aos valores iniciais passados 1-7 dias (European Medicines Agency [EMA], 2016).
Num estudo efetuado em cées saudaveis submetidos a administra¢des diarias de filgrastim
durante 14 dias observaram-se resultados semelhantes, uma vez que se registou uma subida

significativa nos leucdcitos totais devido a neutrofilia e, em menor extensdo, a monocitose. O

36



aumento do numero absoluto de neutrofilos ocorreu nas primeiras 24 horas apos o inicio do
protocolo e, com a descontinuacdo do rhG-CSF, verificou-se o regresso aos valores basais
passados 2-3 dias (Schuening et al., 1989). No entanto, num estudo em que se procedeu a
administracao diaria de uma dose durante 30 dias, observou-se que apos o periodo de
neutrofilia inicial, estavel e persistente, ocorreu, entre os dias 18-21, um declinio abrupto do
namero de neutrofilos e que, apesar da suspensao da terapéutica ao dia 30, a neutropénia
grave persistiu durante meses, ndo se verificando alteragbes nas restantes linhagens
celulares. Neste estudo foi ainda realizada titulagdo de anticorpos anti-rhG-CSF, verificando-
se resultados nulos antes do protocolo e um aumento significativo aos dias 14-21 de
administracdo, 0s quais permaneceram elevados pelo menos dois meses apés
descontinuagéo do filgrastim (Hammond et al., 1991).

Com o objetivo de avaliar o efeito do filgrastim na hematopoiese de gatos saudaveis, foi
realizado um estudo idéntico ao anterior procedendo-se a administragdo do farmaco em
diferentes doses, duas vezes ao dia durante 21 dias. Como esperado, registou-se um
aumento significativo na contagem de neutréfilos periféricos, comparativamente ao controlo,
apesar de nao se ter verificado uma resposta dependente da dose. A neutrofilia atingiu o seu
maximo entre os dias 10-14, sendo que no dia 19 apés inicio da terapéutica os niveis de
neutrdfilos ja tinham diminuido significativamente (Fulton, Gasper, Ogilvie, Boone & Dornsife,
1991).

As observacdes registadas nestes estudos efetuados em cées e gatos comprovam que, pelo
facto da origem dos rhG-CSF ter por base ADN humano, os farmacos testados tornam-se
imunogénicos para os animais de companhia quando administrados cronicamente e, como
tal, induzem a produgdo de anticorpos neutralizantes. Porém, est4 descrito que estes
anticorpos sao também capazes de interagir com o0 G-CSF enddgeno, o que revela ser um
efeito contraproducente. Do mesmo modo que causa neutropénia grave em individuos
saudaveis, agrava a neutropénia ja existente nos individuos doentes (Hammond et al., 1991;
Plumb, 2015).

3.1.1. Utilizagdo em medicina humana
O filgrastim foi inicialmente utilizado como tratamento adjuvante da quimioterapia e a sua
introdugdo mostrou, deste logo, resultados promissores na area de oncologia e hematologia
humana (Welte et al., 1996). Varios estudos tém demonstrado que, em doentes sujeitos a
protocolos quimiotergpicos mielotoxicos, o filgrastim revelou apresentar um efeito benéfico na
reducdo da gravidade e duragdo da neutropénia e, consequentemente, na diminuicdo da
incidéncia de infe¢cbes secundarias e da morbilidade e mortalidade a elas associadas. De
modo indireto, também foi comprovado que reduz a utiliza¢do de antibioterapia e o tempo de
hospitalizacdo. Paralelemente, ao reduzir um dos principais efeitos adversos inerentes a

guimioterapia, permite a instituicdo de protocolos com dosagens ou frequéncias superiores
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guando se deseja recorrer a abordagens mais intensivas (Crawford et al., 1991; Pentengell et
al., 1992; Trillet-Lenoir et al., 1993; Zinzani et al., 1994).

Tendo em conta o custo elevado que a administragcédo profildtica de rhG-CSF a todos os
doentes oncoldgicos representaria (Dale, 2002), a Associacdo Americana de Oncologia
Clinica elaborou normas orientadoras que tém sido sujeitas a variadas atualizacoes,
consoante os resultados de estudos clinicos. As recomendacgdes mais recentes advogam que
os rhG-CSF devem ser administrados de forma profilatica em pessoas com risco de
desenvolver neutropénia febril igual ou superior a 20% e em doentes nos quais ocorreram
episodios de neutropénia febril em ciclos anteriores (Smith et al., 2015). Para além destas
situacOes, também esta indicada a administracéo de rhG-CSF de forma terapéutica de modo
a auxiliar a recuperacdo da medula 6ssea quando se instala um episédio de neutropénia
(Dale, 2002).

Apesar de raras, as reac0es adversas idiossincraticas caracterizadas por uma diminuicao na
producdo dos granuldcitos representam também uma afe¢cdo bem reconhecida em medicina
humana. Vérios estudos tém avaliado a utilizacdo de rhG-CSF apoés episodios de neutropénia
induzidos por este tipo de reagdo adversa, estando envolvida uma grande variedade de
classes de farmacos (antitiroideus, antimicrobianos, anticonvulsivos e AINES). Os seus
resultados mostram que a administracdo de rhG-CSF é responséavel por uma recuperagao
mais rapida da contagem dos neutréfilos (Balkin, Buchholtz, Ortiz & Green, 1993; Mani, Barry
& Concato, 1993; Tamai et al., 1993; Beauchesne & Shalansky, 1999; Andres et al., 2001;
Andrés et al., 2002; Ibafiez et al., 2008). Para além disto, o uso de rhG-CSF também foi
associado a uma menor duracao da antibioterapia (que é usual instituir concomitantemente),
menores tempos de hospitalizacdo e menos custos (Andrés et al., 2001; Andrés et al., 2002).
A utilizacao de rhG-CSF também ja foi avaliada em doentes com infecdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (VIH), os quais podem desenvolver neutropénia devido a
progressao da doenga e/ou ao uso de antivirais mielossupressores na abordagem terapéutica
(Hermans et al., 1996). Nesta medida, varios estudos clinicos realizados com filgrastim
demonstraram que este é efetivamente capaz de aumentar o nimero absoluto de neutréfilos
no sangue (revertendo os episédios de neutropénia) e é bem tolerando, ndo se registando
sinais de toxicidade (Kimura et al., 1990; Mueller et al., 1992; Hermans et al., 1996), nem
aumento da carga viral plasmatica (Kuritzkes et al., 1998). Posteriormente, o filgrastim pode
ser utlizado numa abordagem preventiva de modo a preservar a contagem de neutrofilos
dentro dos valores de referéncia através de uma dose minima de manutencédo (EMA, 2016).
Ao corrigir a neutropénia, o filgrastim tem também sido associado a uma menor morbilidade
na medida em que diminui a incidéncia e duracdo de infecdes oportunistas e,
consequentemente, as hospitalizacbes e recurso a antimicrobianos (Kuritzkes et al., 1998).
Para além disto, ao garantir uma contagem de neutréfilos aceitavel, o uso de rhG-CSF

apresenta ainda a vantagem de permitir a continuacdo da terapéutica antiviral
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mielossupressora, sem haver necessidade de reducdo de doses ou da sua suspensao
(Hermans et al., 1996).

Em medicina humana, os rhG-CSF sdo também administrados comummente como
tratamento de suporte em doentes sujeitos a transplantes de medula éssea, pois aceleram a
granulopoiese e a recuperacao da contagem dos neutréfilos periféricos (Welte et al., 1996).
No entanto, como alternativa ao transplante de medula 6ssea, surgiu o transplante de células
progenitoras hematopoiéticas do sangue periférico que tem sido associado a um
restabelecimento mais rapido das fun¢des imunitarias, a menor incidéncia de infe¢des, a um
menor recurso a transfusfes de eritrocitos e plaguetas, antibioterapia e cuidados intensivos,
0 gue acaba por culminar em menor morbilidade e custos associados. Neste ambito, os rhG-
CSF apresentam aplicabilidade como forma de aumentar a mobilizagdo das células
progenitoras hematopoiéticas da medula 6ssea para o sangue periférico nos dadores
saudaveis previamente a colheita que se realiza, geralmente, 4-5 dias ap6s o inicio das
administragdes (Hosing, 2012). Dos rhG-CSF disponiveis, apenas o filgrastim e o lenograstim
se encontram autorizados para este uso (Hosing, 2012), requerendo administracdes diérias.
Contudo, um estudo clinico realizado com pedfilgrastim mostrou que este é igualmente eficaz
a mobilizar as células progenitoras hematopoiéticas para o sangue periférico, sendo apenas
necessaria uma unica administracéo (Kroschinsky et al., 2005).

Por fim, os rhG-CSF tém sido ainda utilizados em casos de neutropénia congénita ciclica,
clinica e hematologicamente semelhante a que se verifica no Collie cinzento. Apesar de as
oscilac6es nos valores absolutos de neutréfilos persistirem, os rhG-CSF sédo capazes de
aumentar, de modo sustentado, as contagens destas células no sangue periférico, reduzindo
o periodo de tempo de neutropénia, e de diminuir a incidéncia de febre e infecbes secundarias
(Hammond, Price, Souza & Dale, 1989; Welte et al., 1996).

Nos variados estudos, os rhG-CSF sdo farmacos que tém apresentado um bom perfil de
seguranca, representando a dor 6ssea e dor musculosquelética os Unicos efeitos adversos
relativamente frequentes e significantes do ponto de vista clinico (Pentengell et al., 1992;
Zinzani et al., 1994; Welte et al., 1996; Smith et al., 2015). Mais raramente, também foram
registadas reacoes locais (homeadamente dor, edema e eritema) no ponto de administragédo
(Welte et al., 1996).

3.1.2. Utilizacdo em medicina veterinaria
Tendo em conta os efeitos benéficos que os rhG-CSF exibiram em varias doencas
mielossupressoras na espécie humana, a sua implementacao em tratamentos de suporte para
afecbes semelhantes foi considerada nos animais de companhia (Abrams-Ogg, 2000) de
modo extra-indicacdo (off-label). Assim sendo, em medicina veterinaria, os rhG-CSF podem
ser potencialmente utilizados no maneio de processos oncolégicos, infeciosos e

imunomediados acompanhados de neutropénia, quando se suspeita que a producdo do G-
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CSF enddgeno € inadequada. Tendo em conta a sua capacidade para induzir anticorpos
neutralizantes, o seu custo relativamente dispendioso e escassez de evidéncia cientifica, o
seu uso em medicina veterinaria € ainda controverso (Plumb, 2015).

Dos rhG-CSF referidos, apenas o filgrastim e lenograstim ja foram utilizados em medicina
veterinaria, sendo a posologia recomendada para o filgrastim 1,0 - 5,0 ug/kg/dia por via SC
durante 3-5 dias (Ramsey, 2014; Plumb, 2015) e para o lenograstim 19,2 milhdes de Ul/m?
por via IV lenta (30 minutos) ou SC SID durante 3-5 dias (Ramsey, 2014). O facto de se
realizarem terapéuticas de curta duragdo ndo parece induzir a formagdo de anticorpos,
encontrando-se a sua administracdo contraindicada durante um periodo superior a trés
semanas (Greene & Calpin, 2012).

A aplicacdo de rhG-CSF, em medicina veterinaria, teve os seus primérdios no maneio da
neutropénia ciclica do Collie cinzento, usado como modelo animal, com o objetivo de
compreender a sua eficacia nesta doenca e extrapolar a sua utilizagdo para a espécie
humana. Os varios estudos realizados neste ambito apresentam resultados concordantes, na
medida em que a administracdo continua de filgrastim a cdes com neutropénia ciclica foi
associada a uma neutrofilia persistente que se iniciou nas primeiras 12-24 horas da sua
instituicdo, sendo também responsavel por prevenir a ocorréncia de ciclos expetaveis de
neutropénia. Contudo, ap6s 20-25 dias de tratamento registou-se um declinio na contagem
dos neutréfilos sanguineos com recorréncia dos ciclos de neutropénia (Lothrop, Warren,
Souza, Jones & Moore,1988; Hammond, Boone, Donahue, Souza & Dale, 1990; Pratt et al.,
1990).

Na area da oncologia, a semelhanca do que se verifica em medicina humana, os rhG-CSF
também se revestem de grande importancia na prevencao e tratamento de episédios de
neutropénia induzida por protocolos quimioterapicos citotoxicos, sendo apenas necessaria
uma terapéutica de curta duracéo (Kraft e Kuffer, 1995; Brown & Rogers, 2001a; Ramsey,
2014). Assim sendo, os rhG-CSF encontram-se particularmente indicados em casos de
neutropénia moderada (com contagem de neutréfilos inferior a 1,00 x 10%/ul) acompanhada
de febre, neutropénia grave (com contagem de neutréfilos inferior a 0,50 x 10%/ul) que persiste
por mais de 72 horas e em animais com histéria de neutropénia febril em ciclos anteriores
(Brown & Rogers, 2001a). A sua utilizacdo de forma rotineira e profildtica encontra-se
contraindicada (Frimberger e Moore, 2009).

No que concerne a reagfes adversas medicamentosas idiossincraticas, um estudo refere o
uso de rhG-CSF num caso clinico de pancitopénia causada pela administragdo cronica de
captopril num céo, o que permitiu uma recuperacao hematolégica mais rapida (Holland et al.,
1996). Ja na publicacéo de Jung et al. (2015), o recurso a rhG-CSF durante trés dias néo foi
capaz de reverter a neutropénia causada pela administracao de fenobarbital.

A administracao de rhG-CSF ja foi também sugerida no tratamento da neutropénia secundaria

a parvovirose canina. No estudo de Kraft e Kuffer (1995) foi observado um aumento
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significativo na contagem dos leucécitos totais no grupo tratado com filgrastim quando
comparado com o controlo. No entanto, estudos mais recentes ndo tém comprovado esta
eficacia. Rewerts, McCaw, Cohn, Wagner-Mann e Harrington (1998) ndo encontraram
diferencas significativas no que respeita a duracéo de hospitalizacdo, contagens absolutas de
neutrdéfilos e periodo de tempo até que a contagem de neutrdfilos fosse superior a 1,5 x 103/l
entre cachorros com parvovirose tratados com um rhG-CSF e nao tratados com este farmaco.
Resultados idénticos foram obtidos nos trabalhos de Mischke, Barth, Wohlsein, Rohn e Nolte
(2001), nos quais a taxa de sobrevivéncia, as contagens de leucdcitos totais e de neutrofilos,
assim como outros parametros hematolégicos, ndo diferiram significativamente entre o grupo
de cachorros aos quais foi administrado filgrastim e o grupo controlo ndo tratado com
filgrastim. De acordo com Cohn et al. (1999), o G-CSF enddgeno ja se encontra aumentado
em caes com neutropénia por parvovirose.

O filgrastim também ja foi utilizado em gatinhos com neutropénia grave causada pelo PVF,
mas no estudo de Kraft e Kuffer (1995) nenhuma alteracdo significativa foi encontrada nas
contagens de leucécitos totais no sangue periférico dos animais tratados. Porém, uma
publicagdo mais recente (Félix, Vilela & Niza, 2005) descreveu a utilizagdo de filgrastim na
panleucopénia felina (durante 5 dias) através da comparagcdo de hemogramas realizados
antes do tratamento, 24 horas apds a primeira administragéo, no ultimo dia do tratamento e
passados 5 dias, tendo-se verificado que as 24 horas as contagens de neutréfilos ja se
encontravam dentro dos limiares de referéncia (quando antes se encontravam baixas) e no
final do protocolo todos os individuos apresentavam neutrofilia. Apos 5 dias, os valores ja se
encontravam novamente no intervalo de referéncia, exceto num individuo que ainda exibia
neutrofilia. Durante a realizacdo do estudo um dos gatos sucumbiu a doenca, sendo que este
iniciou o rhG-CSF 4 dias ap6s 0 aparecimento dos sinais clinicos, ao passo que o0s restantes
6 gatos iniciaram passados 2 dias. Isto sugere que possa existir um periodo ideal, durante a
fase inicial da doencga, em que a administracdo de rhG-CSF é mais eficaz devido a presenca
de um maior nimero de células precursoras na medula éssea que ainda nao foram afetadas
pelo PVF. Porém, ndo pode ser de todo excluida a hip6tese de ter sido o proprio filgrastim a
ter contribuido para a progressdo da doenca e mortalidade neste animal. Apesar disto, o
filgrastim foi bem tolerado nos outros gatos, ndo se registando qualquer efeito adverso (Félix
et al., 2005).

Nas vérias publica¢cbes que advogam a utilizagdo de rhG-CSF, também tem sido referido que
estes podem apresentar vantagens quando administrados a gatos infetados com FIV e/ou
FeLV, contudo existem poucos estudos que suportem esta afirmacédo (Greene & Calpin, 2012;
Ramsey, 2014). Tendo em conta os efeitos benéficos a nivel hematologico e clinico em
humanos infetados com VIH, Phillips et al. (2005) ensaiaram a utilizacdo de filgrastim em
gatos com FIV. Uma das partes deste estudo consistiu em avaliar o efeito in vitro deste

farmaco na proliferacdo de células mononucleares no sangue periférico e em células da
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medula 6ssea, assim como determinar a sua influéncia sobre a replicacao viral. A segunda
parte consistiu hum estudo cruzado in vivo, cujo objetivo pretendia avaliar as alteracbes
clinicas, hematoldgicas, no racio M:E (determinado por aspirac6es medulares) e na carga viral
gue a terapéutica poderia causar, verificando concomitantemente a presenca de anticorpos
neutralizantes contra o filgrastim. Os resultados mostraram que o uso desta terapéutica foi
responsavel por uma proliferacdo in vitro dose-dependente nas células da medula éssea, ndo
afetando as células mononucleares sanguineas, e ndo exerceu qualquer efeito direto na
replicagdo do FIV. Para além disto, os autores verificaram que o filgrastim ndo afetou a carga
viral dos gatos infetados, nem a progresséo clinica da doenca, tendo aumentado de forma
significativa a contagem dos neutrofilos periféricos com aumento no racio M:E medular.
Porém, a partir do dia 21 o numero de neutrdfilos decaiu, o que € explicado pela detecéo
concomitante de anticorpos neutralizantes. Deste modo, é possivel concluir que os G-CSF
recombinantes apresentam um potencial terapéutico interessante em gatos com neutropénia
secundaria a infecdo com FIV; no entanto, a semelhanca de individuos com VIH, pode ser
necessaria a administragdo de forma prolongada e recorrente, o que limita a utilizagdo dos
farmacos com origem humana.

Relativamente a infecdo por E. canis, existe um estudo que descreve o tratamento de um céo
com erliquiose crénica associada a pancitopénia grave, refrataria a terapéutica convencional,
recorrendo a corticoterapia prolongada e fatores hematopoiéticos recombinantes humanos
(nomeadamente, rhG-CSF e eritropoietina). Apesar do sucesso terapéutico, a utilizacdo de
rhG-CSF nao provocou um aumento na contagem de neutréfilos ao longo do periodo em que
foi administrado, questionando-se a sua eficacia nesta afe¢do. Contudo, os autores colocam
a hipotese de ter sido responsavel por um aumento da funcao dos neutréfilos remanescentes
(Aroch & Harrus, 2001).

A utilizacdo de filgrastim também ja foi tentada no maneio de casos de hiperestrogenismo
acompanhados de neutropénia grave, estando associada a um aumento significativo na
contagem dos leucdcitos totais (Kraft & Kuffer, 1995). Uma abordagem diferente foi
considerada na publicacdo de Suttorp, Hoffmann e Sippell (2002), na qual se procedeu a
administracdo precoce de filgrastim, a titulo preventivo, a uma cadela apds intoxicagédo aguda
por ingestdo de uma dose potencialmente letal de estrogénios, de modo a evitar 0s seus
efeitos mielossupressores e o desenvolvimento de pancitopénia. Ap0s quatro dias de
terapéutica, uma aspiracdo medular revelou hipercelularidade com aumento das células
precursoras de granulécitos e uma ligeira diminuigdo na eritropoiese e trombocitopoiese. Os
hemogramas seriados realizados mostraram uma leucocitose persistente, ndo se chegando a

desenvolver pancitopénia durante as primeiras 8 semanas apos a ingestao de estrogénios.
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3.2. Fator estimulador de coldnias de granulécitos recombinante canino

Um G-CSF recombinante canino (rcG-CSF) também j& foi produzido, mas ndo se encontra
comercialmente disponivel. No entanto, tém sido realizados estudos cientificos com esta
molécula de modo a compreender a sua utilidade nos animais de companhia (Abrams-Ogg,
2000). Nesta medida, foi realizado por Obradovich, Ogilvie, Powers e Boone (1991) um estudo
que pretendeu avaliar os efeitos hematologicos do rcG-CSF em cinco cdes saudaveis aos
quais foram administrados 5,0 ug/kg SID por via SC durante 28 dias. Os resultados obtidos
mostraram que a contagem absoluta dos leucdcitos totais aumentou de forma significativa nas
primeiras 24 horas devido ao aumento dos neutrofilos e mondcitos. Apds este aumento inicial,
registou-se um plateau durante 5 dias e, ao sétimo dia, os leucécitos no sangue periférico
voltaram a aumentar significativamente, tendo este aumento persistido até ao final dos 28
dias. ApGs descontinuagéo do rcG-CSF, os valores hematoldgicos retornaram ao limite basal
passados 5 dias. A trés destes cées foram realizadas aspiragbes medulares, tendo-se
verificado hipercelularidade da medula 6ssea com aumento do racio M:E. Apesar de néo se
terem registado efeitos adversos, nalguns casos foram notadas manifestacdes de irritacao
local no ponto de injecdo. Num estudo semelhante efetuado por Obradovich et al. (1993),
cinco gatos saudaveis foram sujeitos a administragdo de rcG-CSF segundo a posologia de
5,0 ug/kg SID por via SC durante 42 dias com o objetivo de avaliar o seu efeito na contagem
de neutréfilos no sangue periférico. Os resultados mostraram que nao houve evidéncia clinica
e hematoldgica de formacéo de anticorpos contra o rcG-CSF, sugerindo-se que a molécula
canina é mais homologa a felina do que a humana. Como tal, nos gatos deste estudo verificou-
se a inducdo e manutencdo de neutrofilia durantes os 42 dias, seguindo-se um padréo
semelhante ao descrito em cées (aumento significativo nas primeiras 24 horas, plateau entre
os dias 2-5 e novo aumento significativo no dia 6). Apés descontinuacdo, as contagens de
neutrofilos regressaram aos valores pré-administracédo em 5 dias. Tal como nos cées, ndo se
registaram efeitos adversos. Deste modo, ambos os trabalhos demonstram que o rcG-CSF
apresenta vantagens terapéuticas em relagéo ao rhG-CSF, principalmente quando necessario
a longo prazo, tendo em conta os resultados promissores e a sua aparente seguranca.

Com o objetivo de avaliar a sua eficAcia ho maneio de neutropénia induzida por agentes
quimioterapicos citotdxicos, Ogilvie e seus colaboradores (1992) compararam os valores
hematoldgicos de cdes aos quais foi administrado rcG-CSF com o grupo controlo apds ter
sido induzida neutropénia com mitoxantrona. Este estudo demonstrou que o rcG-CSF reduziu
a gravidade e a duracdo da neutropénia, o que potencialmente traz beneficios a nivel da
reducdo da morbilidade e mortalidade a ela associadas e permite o uso de doses superiores
de quimioterapicos. De modo semelhante, Yamamoto, Fujino, Tsuchiya e lwata (2011)
recorreram a ciclofosfamida para induzir neutropénia em cées e avaliaram o efeito do rcG-
CSF através da comparacdo com um grupo controlo, assim como a eficacia quando usado de

forma profildtica ou terapéutica. Os resultados s&@o coincidentes com os relatados

43



previamente, verificando-se que o uso de rcG-CSF diminuiu a duracdo da neutropénia. Os
cées tratados profilaticamente (antes da neutropénia ocorrer) recuperaram mais rapidamente.
A utilizacao de rcG-CSF também ja foi estudada em cées com parvovirose, tendo-se verificado
gue as contagens de leucdcitos totais e de neutrdfilos foram significativamente mais altas nos
caes tratados com este farmaco, e com menor tempo de hospitaliza¢cdo associado, quando
comparado com o grupo controlo submetido a um abordagem terapéutica semelhante, mas
sem rcG-CSF. Contudo, estes resultados ndo se repercutiram numa melhor eficacia clinica,
tendo em conta que a taxa de sobrevivéncia foi inferior no grupo de cées aos quais foi
administrado rcG-CSF (Duffy, Dow, Ogilvie, Rao, & Hackett, 2010).

3.3. Fator estimulador de colénias de granulécitos recombinante felino

Um G-CSF recombinante felino (rfG-CSF) também j& foi desenvolvido e a sua utilizagéo
ensaiada in vivo em gatos saudaveis (Yamamoto et al., 2002). De acordo com este estudo, o
rfG-CSF foi responsavel por um aumento rapido e significativo do nimero absoluto de
neutréfilos no sangue, retornando aos valores basais imediatamente apés a sua
descontinuagdo. Esta observacdo ocorreu novamente num segundo e terceiro ciclos de
tratamento, o que demonstra que 0s gatos sdo capazes de responder eficazmente a doses
repetidas. Para além disto, os autores ainda concluiram que o rfG-CSF utilizado n&o induziu
a formacéo de anticorpos neutralizantes.

Dado o curto tempo de semi-vida do rfG-CSF, Coleman et al. (2014) produziram uma versao
equivalente com uma molécula de polietilenoglicol adicionada com o objetivo de prolongar a
sua ac¢do, a que atribuiram a designacéo de PegrfG-CSF. Os seus trabalhos mostraram que
0 PegrfG-CSF administrado semanalmente durante 4 semanas foi responsavel por um
aumento significativo no nimero de neutréfilos em gatos saudaveis e com infecdo por FIV,
sem induzir a formacgéo de anticorpos neutralizantes. Estes resultados sdo comparaveis com
a forma recombinante felina ndo peguilada, diferindo o PegrfG-CSF desta apenas na
capacidade de manter os niveis de neutréfilos elevados de modo mais sustentado. Foi
também objetivo deste estudo verificar se o PegrfG-CSF seria capaz de reverter a neutropénia
causada pela administracao crénica de rhG-CSF, o que revelou resultados positivos.

No entanto, nenhum dos fatores recombinantes felinos referidos anteriormente se encontra
comercialmente disponivel, estando o seu uso exclusivamente restrito a projetos de

investigacao.
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Capitulo Il - Estudo retrospetivo

1. Introducéo

Face aos estudos atualmente existentes acerca da utilizacdo dos rhG-CSF em medicina
humana, sdo notérios os efeitos benéficos que estes farmacos exercem em varias afe¢des no
homem, representando um avanco cientifico notavel nas areas de hematologia e oncologia.
Ja& em medicina veterinaria, 0 seu uso nao tem reunido consenso, tendo em conta que a
literatura é ainda escassa, por vezes controversa e que a administracdo de rhG-CSF néo é
isenta de complicacdes quando instituida de modo prolongado. Ainda assim, € interessante
investigar a potencialidade da sua aplicacdo em terapéuticas de curta duracdo nos animais
de companhia, nos quais a neutropénia € uma manifestagdo hematolégica de véarias doencas,
algumas das quais relativamente comuns na pratica clinica em Portugal. Desta forma, e tendo
em conta a grande casuistica de casos clinicos em que se recorre a administracao de rhG-
CSF no Hospital Veterinario das Laranjeiras, foi considerado pertinente fazer a analise da sua
utilizacdo, de modo a avaliar a eficacia clinica destes farmacos e contribuir para o estudo da
sua administracdo em canideos e felideos.

2. Objetivo

O presente estudo tem como objetivo primario caracterizar retrospetivamente a utilizagéo de
rhG-CSF em relagdo a amostra populacional a qual foi administrado e a etiologia subjacente,
assim como avaliar o seu efeito em varios parametros hematologicos. Para além disto,
pretende-se também verificar se o facto de haver resposta ao rhG-CSF é influenciado pela
etiologia e pelo grau de neutropénia inicial e se se encontra associado a uma maior

sobrevivéncia dos animais.

3. Materiais e métodos

3.1. Amostra e critérios de incluséo
Os casos clinicos apresentados neste estudo foram recolhidos no HVL no periodo
compreendido entre Outubro de 2011 e Junho de 2016, tendo sido incluidos todos os canideos
e felideos com neutropénia, aos quais foi administrado um rhG-CSF e com um hemograma
realizado antes da sua administragcdo e um hemograma de seguimento 48 horas depois do

inicio do protocolo.

3.2. Recolha dos dados
Através de uma pesquisa na base de dados do HVL construida com o software de gestao
veterinario QVET® foram identificados todos os tutores que adquiriram filgrastim e lenograstim
e, posteriormente, analisadas todas as fichas clinicas dos respetivos animais. Dos que

exigiram hospitalizac@o, também foram consultadas as fichas de internamento desse periodo.
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3.3. Parametros analisados e tratamento dos dados

A partir das fichas clinicas foram recolhidas as seguintes informagdes, relativamente a cada
caso clinico: espécie, raca, idade, sexo e condicdo fertii do animal (com o objetivo de
caracterizar a amostra em estudo), etiologia da neutropénia, rhG-CSF utilizado, resultados do
hemograma inicial (TO) e do hemograma efetuado 48 horas apGs a primeira administracédo
(T1) relativamente aos parametros leucdcitos totais, neutrdfilos, mondcitos, linfécitos,
eosindfilos, basofilos, eritrocitos e plaquetas, tendo sido ainda registado o desfecho clinico,
categorizando-o em alta médica ou o6bito.

Considerou-se que estava presente neutropénia quando a contagem de neutréfilos absolutos
no sangue periférico no momento TO era inferior a 3,00 x 10%/ul nos canideos e inferior a 2,50
x 10%ul nos felideos. Seguidamente, a neutropénia inicial foi organizada em trés classes de
gravidade, cujos intervalos foram definidos neste estudo com base numa divisdo equitativa
dos valores. Assim, de acordo com o nimero absoluto de neutréfilos em TO, a neutropénia
inicial foi classificada em ligeira (cdes: 2,00 - 2,99 x 10%ul; gatos: 1,66 - 2,49 x 10%l),
moderada (cdes: 1,00 - 1,99 x 10%ul; gatos: 0,83 - 1,65 x 10%/ul) ou grave (cdes: < 1,00 x
103%/ul; gatos: < 0,83 x 10%/pl).

De modo a calcular a taxa de resposta aos rhG-CSF foi considerado que esta € positiva
guando o valor dos neutréfilos no hemograma realizado 48 horas apdés o inicio da
administragao atinge, pelo menos, o valor minimo de referéncia com concomitante aumento

percentual igual ou superior a 100%.

3.4. Medicamentos
Relativamente aos rhG-CSF utilizados neste estudo, recorreu-se a especialidades
farmacéuticas com a substancia ativa filgrastim (Tevagrastim®, Teva) e lenograstim
(Granocyte®, Sanofi) na posologia recomendada (filgrastim: 1,0-5,0 pg/kg SC, SID;

lenograstim: 19,2 milhdes UI/m? IV lento ou SC, SID; maximo de 5 dias)

3.5. Equipamento
Para a realizagdo dos hemogramas foi utilizado o analisador automético VetScan HM5 da
Abaxis®, podendo os intervalos de referéncia para os diversos parametros hematolégicos

avaliados ser consultados no Anexo 1.

3.6. Anélise estatistica
Os dados recolhidos foram inseridos no Excel 2013 da Microsoft® Office e importados para o
software IBM-SPSS® verséo 22.0 para a sua andlise.
Para a caracterizacdo das variaveis categoricas foi realizada estatistica descritiva.
De modo a verificar a significancia das alteragdes registadas no hemograma inicial e no de
seguimento foi utilizado o Wilcoxon Signed-Rank Test (um teste ndo paramétrico usado para

comparar amostras pareadas), sendo a hipétese nula (Ho): a mediana de cada parametro
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hematoldgico antes do tratamento com rhG-CSF e 48 horas depois do inicio do mesmo nao é
diferente.

Para averiguar a existéncia de associagao entre as variaveis qualitativas em estudo (taxa de
resposta, etiologia da neutropénia, grau de neutropénia inicial e desfecho clinico) recorreu-se
ao teste exato de Fisher.

Em todas as andlises de dados efetuadas, os resultados foram considerados estatisticamente
significativos para valores de p < 0,05.

4. Resultados

4.1. Caracterizacdo da amostra
A amostra deste estudo é composta por 30 animais, dos quais 14 sdo canideos (46,7%) e 16
felideos (53,3%).

4.1.1. Canideos
Para a caracterizacdo racica dos canideos, foram usadas como referéncia as racas
reconhecidas pela FCI (Fédération Cynologique Internationale), cujo representante em
Portugal € o CPC (Clube Portugués de Canicultura). Assim, na amostra de 14 céaes, 3 nao

apresentavam raca definida, distribuindo-se os restantes 11 por oito ragas (tabela 4).

Tabela 4: Distribui¢cdo das frequéncias absoluta e relativa das ragas dos canideos da amostra.

Frequéncia Frequéncia
absoluta  relativa (%)
Sem raca definida 3 21,5

Raca

Retriever do Labrador 3 21,5
Yorkshire Terrier 2 14,4
Beagle 1 7,1
Border Collie 1 7,1
Chihuahua 1 7,1
Jack Russell Terrier 1 7,1
Pug 1 7,1
West Highland White Terrier 1 7,1
Total 14 100,0

A distribuic&o por classes da idade dos canideos da amostra pode ser consultada no grafico
1. A idade minima registada foi de 0,13 anos (equivalente a 1,5 meses) e a maxima de 14
anos, obtendo-se a média de 3,19 anos com desvio padréo de 4,65 e mediana de 0,46 anos

(equivalente a 5,5 meses).
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Grafico 1: Distribuicdo da idade dos canideos da amostra.
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Em relagdo ao sexo e estatuto reprodutivo, contabilizam-se 7 machos férteis (50,0%), 2
fémeas férteis (14,3%), 2 machos orquiectomizados (14,3%) e 3 fémeas

ovariohisterectomizadas (21,4%), como se observa na tabela 5.

Tabela 5: Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa do sexo e estatuto reprodutivo dos

canideos da amostra.

Estatuto Reprodutivo

Fértil Castrado  Total

Sexo Macho Frequéncia absoluta 7 2 9
Frequéncia relativa (%) 50,0 14,3 64,3

Fémea Frequéncia absoluta 2 3 5
Frequéncia relativa (%) 14,3 21,4 35,7

Total Frequéncia absoluta 9 5 14
Frequéncia relativa (%) 64,3 35,7 100,0

4.1.2. Felideos
De acordo com as denominagfes adotadas pelo CPF (Clube Portugués de Felinicultura) e a
FIFe (Fédération Internationale Féline), na amostra de 16 felideos, a grande maioria nédo

apresenta raca definida, apesar de também estarem representadas duas racas (tabela 6).

Tabela 6: Distribui¢cdo das frequéncias absoluta e relativa das ragas dos felideos da amostra.

Frequéncia Frequéncia

Raca absoluta relativa (%)
Sem raca definida 14 87,4
Persa 1 6,3
Siamés 1 6,3

Total 16 100,0
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No grafico 2 pode observar-se a distribuicdo dos felideos por classes etarias. A idade nestes
animais variou desde os 0,17 anos (equivalente a 2 meses) aos 15 anos, sendo a média 4,70
anos, desvio padréo de 5,50 e mediana de 2,00 anos.

Gréfico 2: Distribuicdo da idade dos felideos da amostra.
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Caracterizando o sexo e estatuto reprodutivo, contabilizam-se 4 machos férteis (25,0%), 6
fémeas férteis (37,5%), 4 machos orquiectomizados (25,0%) e 2 fémeas
ovariohisterectomizadas (12,5%) (tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa do sexo e estatuto reprodutivo dos
felideos da amostra.

Estatuto Reprodutivo

Feértil Castrado Total

Sexo Macho Frequéncia absoluta 4 4 8
Frequéncia relativa (%) 25,0 25,0 50,0

Fémea Frequéncia absoluta 6 2 8
Frequéncia relativa (%) 37,5 12,5 50,0

Total Frequéncia absoluta 10 6 16
Frequéncia relativa (%) 62,5 37,5 100,0

4.2. Caracterizacao da etiologia da neutropénia
Na amostra em estudo as causas subjacentes a utilizacdo de rhG-CSF foram reunidas em
trés grupos, nomeadamente infecdo por parvovirus, mielotoxicidade induzida pela
administracdo de farmacos citotdxicos e hipoplasia da medula 6ssea (tabela 8), estando

apresentado no gréafico 3 a sua distribuicdo por espécie.

Tabela 8: Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa da etiologia da neutropénia da

amostra.
: . Frequéncia Frequéncia
Etiologia abqsoluta rela?iva (%)
Infegdo por parvovirus 18 60,0
Farmacos citotoxicos 6 20,0
Hipoplasia da medula 6ssea 6 20,0
Total 30 100,0%
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Grafico 3: Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa da etiologia da neutropénia por

espécie.
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Assim, é possivel verificar que, no ambito da infecdo por parvovirus, 9 (50,0%) dos casos
englobados sdo referentes a parvovirose canina, enquanto os restantes 9 (50,0%)
correspondem a panleucopénia felina.

Relativamente a neutropénia causada por farmacos citotéxicos, os casos incluidos neste
estudo sdo secundarios a utilizagdo do protocolo quimioterapico CHOP (que se caracteriza
pela combinagéo de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona) em dois felideos
e num canideo (50,0%), mas também a administracdo Unica de vincristina num canideo
(16,7%), de toceranib num outro canideo (16,7%) e de ciclofosfamida num felideo (16,7%).

Na tabela 9 apresentam-se as afe¢fes subjacentes ao recurso a estes farmacos.

Tabela 9: AfecBes subjacentes a utilizacdo de farmacos citotoxicos da amostra.

Frequéncia Frequéncia

Farmaco Espécie Etiologia absoluta  relativa (%)
Protocolo CHOP Felina Linfoma intestinal 2 33,3
Canina Linfoma multicéntrico 1 16,7
Vincristina Canina TIM idiopatica refrataria 1 16,7
Toceranib Canina Mastocitoma 1 16,7
Ciclofosfamida Felina  AHIM idiopatica refrataria 1 16,7
Total 6 100,0

Legenda: TIM = Trombocitopénia Imunomediada; AHIM = Anemia Hemolitica Imunomediada.

Os casos clinicos de hipoplasia medular (grafico 4) sdo maioritariamente referentes a causas
infeciosas, nomeadamente a infe¢cdo por FIV em dois felideos (33,3%), por FeLV num outro
felideo (16,7%) e por E. canis em fase cronica num canideo (16,7%). Neste grupo estéo ainda
incluidas duas situacdes de hipoplasia medular idiopatica (33,3%) num felideo e num canideo,

nos quais nao se conseguiu atingir um diagnostico definitivo.
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Grafico 4: Distribuicdo dos casos de hipoplasia medular da amostra.
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4.3. Caracterizagcdo da neutropénia inicial
Antes da se proceder a administracdo do rhG-CSF, 6 animais exibiam neutropénia ligeira
(20,0%), 10 neutropénia moderada (33,3%) e 14 neutropénia grave (46,7%), sendo que o
valor médio, desvio padrdo e mediana de cada categoria e as frequéncias absoluta e relativa,

apresentados por espécie, podem ser observados na tabela 10.

Tabela 10: Caracterizagéo do grau de neutropénia inicial nos canideos e nos felideos.

Grau de Média  Desvio Padrdo Mediana Frequéncia Frequéncia
Neutropénia (x 10%/pl) (x 10%/ul) (x 10%/ul)  absoluta relativa (%)
Canideos

Ligeira 2,40 0,36 2,37 4 28,6

Moderada 1,39 0,23 1,28 5 35,7

Grave 0,55 0,24 0,52 5 35,7

Total 14 100,0
Felideos

Ligeira 2,18 0,28 2,18 2 12,5

Moderada 1,27 0,22 1,21 5 31,2

Grave 0,21 0,23 0,10 9 56,3

Total 16 100,0

4.3.1. Caracterizacdo da neutropénia inicial quanto a etiologia

Considerando a etiologia (grafico 5), verifica-se que, aquando da apresentacado, 50,0% (n=9)
dos animais com infe¢&@o por parvovirus exibiam neutropénia grave, 27,8% (n=5) neutropénia
moderada e 22,2% (n=4) neutropénia ligeira.

Relativamente aos animais aos quais foram administrados farmacos mielotéxicos, estes foram
responsaveis por causar uma neutropénia grave em 50,0% (n=3) dos animais, neutropénia
moderada em 33,3% (n=2) e neutropénia ligeira em 16,7% (n=1).

Por dltimo, dos animais com hipoplasia da medula 6ssea, 33,3% (n=2) exibiam neutropénia

inicial grave, 50,0% (n=3) neutropénia moderada e apenas 16,7% (n=1) neutropénia ligeira.
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Grafico 5: Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa dos graus de neutropénia por

etiologia.
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Em termos de valores absolutos dos neutrdfilos iniciais, a sua distribuicdo por etiologia é
apresentada nos gréficos 6 e 7, relativos aos canideos e felideos, respetivamente, tendo em
conta que o intervalo de referéncia deste parametro hematolégico difere nestas espécies.

Gréfico 6: Distribuicdo do numero absoluto de neutrofilos iniciais por etiologia (canideos).
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Legenda: as barras centrais representam a mediana, as caixas incluem os valores entre o primeiro e
o terceiro quartis e os bigodes representam os valores maximo e minimo.
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Grafico 7: Distribuicdo do numero absoluto de neutrofilos iniciais por etiologia (felideos).
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Legenda: as barras centrais representam a mediana, as caixas incluem os valores entre o primeiro e
0 terceiro quartis, os bigodes representam os valores maximo e minimo (com excec¢éo do bigode
superior referente a infe¢édo por parvovirus que representa a maior observacao abaixo de 1,5 vezes o
intervalo interquartil) e os circulos correspondem aos outliers.

4.4. Caracterizacéo da utilizagdo de rhG-CSF
Na amostra em estudo, o filgrastim foi administrado a 25 animais (83,3%), enquanto o
lenograstim foi utilizado em 5 casos (16,7%) (tabela 11).

Tabela 11: Distribuicdo da frequéncia relativa do rhG-CSF utilizado por etiologia na totalidade

da amostra.
rhG-CSF
Filgrastim Lenograstim  Total
Etiologia Infec&o por parvovirus 43,3% 16,7% 60,0%
Farmacos citotoxicos 20,0% 0,0% 20,0%
Hipoplasia da medula 6ssea 20,0% 0,0% 20,0%
Total 83,3% 16,7% 100,0%

4.4.1. Efeito nos parametros hematologicos
A caracterizagdo de cada parametro avaliado no hemograma inicial e no de seguimento é
realizada através da apresentacédo da média, desvio padrao e mediana na amostra de animais
com infecdo por parvovirus (tabela 12), neutropénia induzida pela utilizagdo de farmacos
citotéxicos (tabela 13) e hipoplasia da medula 6ssea (tabela 14). Nestas tabelas é ainda
apresentado o resultado do valor p obtido pela aplicacdo do Wilcoxon Signed-Rank Test para

comparacgéao dos valores obtidos para cada pardmetro nos dois momentos temporais.
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Tabela 12: Caracterizacdo quantitativa dos parametros hematoldgicos registados no
hemograma inicial (TO) e de seguimento (T1) e resultado do Wilcoxon Signed-Rank Test na

amostra de animais com infecdo por parvovirus.

Parametro Média Egj;’;g Mediana Wilcg:ﬁ;f;gped-
SR T s a0 ez POMR S
Wiohy 11 ses o som  PTO%% S
WM moam e g PO S
WM T w0 am o PTO0 S
W T oom om oo PO S
e T 1 1
KoM T oo om oo PO S
I T
TO 254 1 204
WIomb 11 omy me  weo PO NS

Legenda: S = diferenca estatisticamente significativa; NS = diferenga estatisticamente n&o
significativa.

Tabela 13: Caracterizagcdo quantitativa dos parametros hematologicos registados no
hemograma inicial (TO) e de seguimento (T1) e resultado do Wilcoxon Signed-Rank Test na

amostra de animais com mielossupressao induzida por farmacos citotéxicos.

Parametro Média F?:s;/;g Mediana Wilcg;r?ffeig?ed'
WM T e ams  am PO S
N&”f{ﬁfﬂ?f 1(1) é:gg ;gg g::g p=0027 S
Ciohy T e te  om P08 N
Sioh) 1o osi o2 ow  PTOOT NS
o T I o om
Gy 1L ool oo oo PO NS
T R i eom
T R e e i v

Legenda: S = diferenca estatisticamente significativa; NS = diferenc¢a estatisticamente ndo
significativa
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Tabela 14: Caracterizacdo quantitativa dos parametros hematoldgicos registados no
hemograma inicial (TO) e de seguimento (T1) e resultado do Wilcoxon Signed-Rank Test na
amostra de animais com hipoplasia da medula 6ssea.

Desvio Wilcoxon Signed-

Parametro Média Padrio Mediana Rank Test
M 11 o7 o  oas P08 S
iy T sas o zes  PT00® S
.. T 4 72
G oam e om PO
ci T 1 :
WISk 1 om  om  om  PTOI% NS
T 7 4
wlomy T o1 o1y ooy D=0 NS
Afi T
oo T om0 000 ogp P00 NS
T 4 1
WM mose  am s PO M
TO 42 41
%(afg%all)s T(:I)_ 45:23 2?;2 51:88 p=0917 NS

Legenda: S = diferenca estatisticamente significativa; NS = diferenga estatisticamente n&o
significativa

4.4.2. Taxade resposta
Tendo em conta o critério considerado neste estudo, é possivel afirmar que, dos 30 animais,
22 responderam positivamente a administracdo do rhG-CSF (73,3%) (tabela 15), estando
apresentado no grafico 8 a sua distribuicdo por espécie.

Tabela 15: Taxa de resposta aos rhG-CSF. Gréfico 8: Taxa de resposta aos rhG-CSF por
. _ espécie.
Resposta Frequéncia Freq.uénC|a 100%
absoluta  relativa (%) 0 3
Sim 22 73,3 90% 5 18.8%
N&o 8 26,7 80% 35,7%

Total 30 100,0% 70%
60%

50% N&o

40% ESim
30%
20%
10%
0%

Canideos Felideos

Com o objetivo de verificar se a taxa de resposta era influenciada pela espécie foi realizado o
teste exato de Fisher, obtendo-se o valor de p = 0,417 (diferenca estatisticamente nao

significativa).
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44.2.1. Associacdo com a etiologia
Sendo um dos objetivos deste estudo verificar se a taxa de resposta se relacionava com a
etiologia da neutropénia, foi feito o cruzamento dos dados relativos a etiologia e a taxa de
resposta (tabela 16) e aplicado o teste exato de Fisher, tendo-se obtido o valor p = 0,041
(diferenca estatisticamente significativa).

Tabela 16: Tabela cruzada entre o grupo etiolégico e a taxa de resposta.

Resposta
Sim Néo Total
Etiologia Infegdo por parvovirus 14 4 18
Farmacos citotéxicos 6 0 6
Hipoplasia da medula 6ssea 2 4 6
Total 22 8 30

Como é possivel observar nesta tabela, 14 (77,8%) dos animais englobados na amostra com
infecdo por parvovirus responderam a administragdo de rhG-CSF. Uma resposta mais
favoravel foi obtida pela amostra de animais com neutropénia induzida por farmacos
citotoxicos, uma vez que todos os 6 representantes (100,0%) responderam positivamente.
Relativamente ao grupo de animais com hipoplasia medular, apenas 2 individuos (33,3%)

responderam aos rhG-CSF, nomeadamente um dos gatos com FIV e o gato com FeLV.

4.4.2.2. Associagcdo com o grau de neutropéniainicial
Para além disto, também se pretendeu verificar se o facto de haver resposta dependia do grau
de neutropénia inicial e, para tal, foi construida uma tabela cruzada com estas variaveis (tabela
17) e realizado o teste exato de Fisher, no qual se obteve o valor p = 0,081 (diferenca

estatisticamente n&o significativa).

Tabela 17: Tabela cruzada entre o grau de neutropénia e a taxa de resposta.

Resposta
Sim  N&o Total
Neutropénia Ligeira 2 4 6
Moderada 8 2 10
Grave 12 2 14
Total 22 8 30

Ainda assim, o cruzamento destes dados mostra que a taxa de resposta nos animais com
neutropénia de grau ligeiro foi apenas de 33,3% (n=2/6), notando-se uma maior propor¢ao de
resposta nos animais com neutropénia inicial moderada, na qual a taxa foi de 80,0% (n=8/10),

€ nos casos associados a neutropénia grave, como uma taxa de resposta de 85,7% (n=12/14).
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4.4.2.3. Associagdo com o desfecho clinico
Por fim, também era objetivo deste estudo avaliar se a taxa de resposta influenciava o
desfecho clinico, nomeadamente em termos de sobrevivéncia, sendo 0s animais classificados
como tendo alta clinica ou sofrido ébito (de forma natural ou eutandsia). Deste modo, pode
ser consultada na tabela 18 o cruzamento destes dados. O teste exato de Fisher foi também
realizado, tendo-se obtido o valor p = 0,001 (diferenga estatisticamente significativa).

Tabela 18: Tabela cruzada entre o desfecho clinico e a taxa de resposta.

Desfecho clinico
Alta Obito  Total

Resposta Sim 20 2 22
N&o 2 6 8
Total 22 8 30

Deste modo, é possivel verificar que, dos 22 animais que responderam a terapéutica com
rhG-CSF, 20 (90,9%) tiveram alta médica. Dos animais que ndo responderam, apenas 2

(25,0%) tiveram alta médica.

5. Discusséo

A neutropénia € uma manifestacdo hematolégica que se encontra associada a variadas
afecBes, mas que, independentemente da etiologia, contribui de modo significativo para a
morbilidade e mortalidade dos doentes. A presenca de um baixo nimero de neutrofilos em
circulacdo é responsavel pelo estabelecimento de um estado de imunossupressao que ndo
s6 diminui a competéncia do sistema imunitario para responder a invasdo de microrganismos
patogénicos, como também aumenta a suscetibilidade a microbiota comensal, podendo
ocorrer infecdes secundarias oportunistas particularmente graves. Dado o potencial descrito
dos rhG-CSF para reverter situagdes de neutropénia e, deste modo, prevenir as complicacbes
gue dela decorrem, esta dissertacdo teve como objetivo avaliar de forma retrospetiva a
utilizacdo destes farmacos em varias doencas em canideos e felideos, tendo sido alvo de
estudo o filgrastim e o lenograstim. Com base em 16 estudos clinicos que comparam a
utilizacdo de ambos em individuos saudaveis e com afe¢des para 0s quais se encontram
indicados, foi demonstrado que o filgrastim e o lenograstim apresentam uma eficacia clinica
equiparavel, ndo se registando superioridade de um relativamente ao outro (Sourgens &
Lefrere, 2011). Como tal, optou-se por ndo separar 0s casos clinicos deste estudo consoante
a molécula utilizada e o uso de filgrastim e lenograstim foi analisado conjuntamente. No
entanto, € importante notar que apenas 5 dos 30 casos clinicos (16,7%) sdo referentes ao
lenograstim, tendo em conta a sua introducédo no mercado farmacéutico portugués no ano de

2014, ao passo que o filgrastim ja se encontra autorizado em Portugal desde 1991. A partir
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do momento em que ambos se tornaram opc¢oes viaveis, a escolha por um ou por outro, no
hospital onde decorreu o estudo, dependeu essencialmente da sua disponibilidade comercial.
N&o obstante, os rhG-CSF sao farmacos que apresentam apenas indicagfes para medicina
humana, sendo usados de modo extra-indicacao (off-label) em medicina veterinaria.
Relativamente a caracterizacdo da amostra, é particularmente interessante verificar que a
maioria dos animais incluidos no estudo apresenta uma idade bastante jovem, sendo que
46,7% deles (n=14 [9 cées e 5 gatos]) tém idade inferior a um ano. De modo semelhante,
63,3% dos animais (n=19 [9 cdes e 10 gatos]) apresentam estatuto reprodutivo fértil. A
ocorréncia de tais factos é explicada pela grande representatividade de casos clinicos
relativos a infecdo por parvovirus, tipicamente associada a animais jovens. De facto, os
animais com parvovirose canina e panleucopénia felina representaram a principal etiologia na
gual se utilizaram rhG-CSF (60,0%), um resultado expectavel tendo em conta que sdo duas
doencas infeciosas bastante prevalentes em Portugal. Para além disto, o recurso a rhG-CSF
também foi considerado em casos em que surgiu neutropénia secundariamente a
administracdo de farmacos citotoxicos (20,0%), nomeadamente na abordagem quimioterapica
a processos neoplasicos, mas também em doencgas imunomediadas refratarias a terapéutica
convencional imunossupressora. A toxicidade sobre a medula 6ssea é um efeito adverso que
se observa comummente nestes farmacos, tendo em conta que atuam de modo inespecifico
em células com alto indice mitético e, consequentemente, causam destruicdo das células
precursoras hematopoiéticas (Carey, 2003; Weiss, 2012; Bailey, 2014). Neste estudo também
se utilizaram rhG-CSF em casos em que se verifica hipoplasia da medula 6ssea (20,0%),
englobando este grupo todas as doencas que afetam de modo negativo 0 processo de
multiplicacdo, diferenciagdo e/ou maturacdo das células na medula 6ssea, ndo se incluindo
as situacdes caracterizadas por destruicdo de células hematopoiéticas. Assim sendo, na
amostra deste estudo, este grupo é constituido por casos clinicos de infe¢do pelos retrovirus
felinos FIV (33,3%) e FeLV (16,7%), por E. canis em fase crénica (16,7%) e por hipoplasia da
medula 6ssea idiopética (33,3%). Relativamente a estes dois Ultimos casos, foi realizada
aspiracdo medular para avaliagdo citologica, que revelou hipocelularidade com hipoplasia de
todas as linhagens heméticas, e exclusdo de todos os diagnésticos diferenciais de
pancitopénia, ndo tendo sido possivel obter um diagnéstico definitivo.

Aquando da apresentacgdo, os animais deste estudo exibiam principalmente neutropénia grave
(46,7%), sendo relativamente menos frequentes os casos de neutropénia inicial moderada
(33,3%) e ligeira (20,0%). A ocorréncia de tais factos pode estar relacionada com o custo que
a utilizacdo destes fatores implica. Como sdo farmacos dispendiosos, 0 seu uso pode
encontrar-se mais reservado para afecdes tendencialmente mais graves, ndao sendo uma
abordagem proposta em situa¢cdes em que a contagem de neutréfilos se encontra diminuida

de forma pouco expressiva.
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Uma analise por etiologia mostra que 50,0% dos animais com infecdo por parvovirus
apresentava neutropénia inicial grave, contribuindo essencialmente para tal os felinos e
estando os casos de neutropénia moderada e ligeira mais associados a parvovirose canina.
Relativamente a neutropénia induzida por farmacos citotoxicos, também 50,0% dos animais
exibia neutropénia inicial grave, particularmente devido aos felinos incluidos neste grupo, ao
passo que se verificou uma maior variabilidade na contagem absoluta dos neutréfilos nos
canideos. Por ultimo, na hipoplasia medular, o grau de neutropénia observado com maior
frequéncia foi o moderado (50,0%), sendo que neste é nos felinos que se encontram
contagens de neutrdfilos superiores e estando 0s casos caninos associados a contagens na
ordem dos 0,50 x 10%/pl.

Nesta dissertagdo, a utlizagdo dos rhG-CSF foi avaliada analiticamente através de
hemogramas realizados antes do inicio do protocolo terapéutico e 48 horas depois (com
administragcdes SID e nunca excedendo os 5 dias). Tendo em conta a rapida resposta aos
rhG-CSF descrita nos animais de companhia, com aumentos significativos nas 12-24 horas
apos a primeira administragéo (Lothrop et al.,1988; Schuening et al., 1989; Pratt et al., 1990;
Félix et al.,, 2005), a comparagcdo com um hemograma efetuado passadas 48 horas é
apropriada, permitindo verificar a ocorréncia de resposta. Para além disto, teria sido também
interessante avaliar as contagens de neutrofilos apos a descontinuagdo do tratamento, mas
tal ndo foi exequivel neste estudo tendo em conta que, apesar de todos os animais terem sido
sujeitos a um novo hemograma de controlo, encontrava-se uma grande heterogeneidade
relativamente ao periodo de tempo apdés a ultima administracéo e a realizagédo deste exame.
De modo a avaliar a significancia das alteragbes hematolégicas encontradas foi realizada
andlise estatistica dos varios parametros dos hemogramas através do Wilcoxon Signed-Rank
Test, utilizando como nivel de significancia p < 0,05.

Na amostra dos animais com infe¢éo por parvovirus foram encontrados valores de p < 0,05
nos parametros leucdcitos totais, neutrofilos, mondcitos, linfécitos, eosindfilos e eritrécitos, o
qgue significa que, para estes, ha evidéncias que permitem rejeitar a Ho e, como tal, as
alteracdes verificadas poderédo eventualmente ser causadas pelo tratamento com rhG-CSF.
De acordo com a estatistica descritiva denotam-se aumentos particularmente relevantes nos
leucécitos totais [que subiram de 2,01 (+ 1,07) para 17,53 (+ 16,10) x 10%/ul] e nos neutréfilos
[os quais subiram de 1,02 (+ 0,83) para 13,95 (+ 14,09) x 10%ul]. Relativamente aos
mondcitos, registou-se uma subida de 0,09 (+ 0,06) para 1,09 (+ 1,39) x 10%ul, sendo que
esta alteracdo ja tinha sido previamente associada a administracdo de rhG-CSF (Lothrop et
al.,1988; Schuening et al., 1989; Fulton et al., 1991; Félix et al., 2005). Contudo, apenas um
estudo efetuado em gatos saudaveis refere um aumento significativo na contagem de
linfécitos (Fulton et al., 1991), tal como verificado na presente dissertacdo [tendo o nimero de
linfécitos subido de 0,86 (+ 0,43) para 2,34 (+ 1,43) x 10%/l]. Pelo contrario, em nenhum dos

estudos anteriores se tinham verificado aumentos significativos nos eosinofilos. No que
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concerne aos eritrocitos, ndo havendo também nenhum efeito descrito dos rhG-CSF sobre
este parametro, no qual se registou uma diminuicdo de 7,24 (+ 1,53) para 6,35 (= 1,52) x
10%/ul, a significancia desta alteracdo podera dever-se a instituicdo de fluidoterapia que
permitiu corrigir a desidratagcéo e, consequentemente, a hemoconcentracéo, achados clinicos
comummente encontrados nos animais com infecdo por parvovirus. Relativamente aos
basdfilos e plaquetas, obtiveram-se valores de p = 0,05, pelo que néo se rejeita a Ho.

De relembrar que no @mbito da parvovirose canina e da panleucopénia felina os estudos que
tém sido realizados apresentam conclusfes contraditérias (Kraft & Kuffer, 1995; Rewerts et
al., 1998; Mischke et al., 2001; Félix et al., 2005). Os resultados desta dissertacdo sugerem,
contudo, que a utilizacdo de rhG-CSF parece ser responsavel por um aumento relevante na
contagem de leucécitos totais e neutréfilos, tanto nos casos de parvovirose canina, como
felina. Considerando que existe uma relagdo comprovada entre 0 numero de leucdcitos totais
e a taxa de sobrevivéncia de animais com enterite por parvovirus, estando a grande
mortalidade associada a esta afe¢éo relacionada com a maior suscetibilidade a infecdes
secundarias e risco de sépsis em casos de leucopénia grave (Mischke et al., 2001; Félix et
al., 2005), é possivel depreender que o recurso a rhG-CSF pode apresentar particular
importancia na evolugéo favoravel desta doencga. De acordo com os resultados deste estudo,
a utilizagéo destes fatores hematopoiéticos pode ser, por isso, considerada como uma medida
terapéutica de suporte que permite reforcar a curto prazo o sistema imunitario. Apesar de ter
sido demonstrado que o G-CSF enddgeno ja se encontra aumentado em cdes com
neutropénia causada por parvovirose (Cohn et al, 1999), ndo se pode excluir que a
administracdo de rhG-CSF possa causar um efeito adicional no aumento da contagem de
neutrofilos. Segundo Mischke et al. (2001), a administracéo de rhG-CSF pode estar associada
a efeitos particularmente benéficos em animais com infe¢@o por parvovirus quando instituida
precocemente, antes do desenvolvimento de leucopénia. Em casos de leucopénia grave, a
deplecdo de células precursoras hematopoiéticas na medula 6ssea com recetores para 0 G-
CSF pode ser de tal modo extensa que ja ndo se obtém resposta a tal terapéutica. As
observacdes feitas no estudo de Félix et al. (2005) apoiam esta afirmacéo, na medida em que
0 Unico gato que ndo respondeu a administracdo de rhG-CSF e que sucumbiu a
panleucopénia felina foi aquele que iniciou a terapéutica mais tardiamente. Sendo a
parvovirose canina e a panleucopénia felina doengas infeciosas bastante frequentes e com
alta mortalidade associada devido ao desenvolvimento de sépsis, é importante alcancar um
consenso sobre a utilidade de rhG-CSF nestas afecdes e sobre o momento ideal da sua
administracdo. Para tal, seria interessante proceder a mais estudos nesse sentido.

Por sua vez, a analise estatistica das alteracdes hematoldgicas do grupo com neutropénia
causada por farmacos citotoxicos revelou a ocorréncia de valores de p < 0,05 nos parametros
leucdcitos totais, neutréfilos e eritrocitos, verificando-se uma subida dos leucdcitos totais [de
2,42 (£ 2,12) para 8,99 (+ 3,74) x 10%/ul] e dos neutréfilos [de 1,05 (+ 1,00) para 6,85 (+ 3,25)
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x 10%/ul]. Relativamente aos eritrécitos, a alteragdo registada consistiu na sua diminuicdo de
6,57 (+ 2,54) para 5,26 (+ 2,18) x 10%ul. Uma andlise individual dos casos mostra que a
significancia encontrada neste parametro se deveu possivelmente a um caso referente a uma
cadela com trombocitopénia imunomediada (TIM) n&o responsiva a corticoterapia e a
ciclosporina e sem histéria prévia de anemia nos hemogramas regulares que efetuou para
monitorizacdo da contagem de plaquetas. Como advogado em casos refratarios, foi
administrada vincristina para estimular a libertacdo de plaquetas (Ramsey, 2014). Contudo,
trés dias depois o0 animal apresentou-se a uma consulta com sinais hemorragicos
(hematemese, melena e hematuria) e neutropénia, momento em que se iniciou filgrastim, para
além da restante terapéutica. Passados 2 dias, 0 hemograma revelou anemia normocitica e
normocrémica, encontrando-se no grafico 9 a evolucdo da contagem de eritrécitos deste
animal. Tendo em conta que as repercussdes da vincristina na produgéo dos eritrocitos ndo
se revelam em téo curto periodo de tempo e que os rhG-CSF nunca foram associados a uma
diminuicdo dos eritrécitos, € possivel excluir que a causa da anemia verificada tenha origem
farmacoldgica; adicionalmente, o facto de surgir poucos dias apés episodios de hemorragias

sugere que a anemia se deva a perda de sangue.

Gréfico 9: Evolugéo da contagem de eritrocitos na cadela com TIM.

Eritrocitos 9 8,24 ==
(x 108/ul) g ’ 7,18

ORFR,NWPMOIGTIO N

0* 1 2 3™ 4 5 6™ 7 8 9 10
Tempo (dias)

Legenda: * = administragdo de vincristina (0,02 mg/kg IV); ** = administracado de filgrastim (5,0 pg/kg
IV, 3 dias); *** = transfusdo de concentrado de eritrécitos.

Assim, esta dissertacado indica que a administracéo de rhG-CSF em animais com neutropénia
secundaria a farmacos citotoxicos parece ser responsavel por um aumento na contagem de
neutrofilos de forma mais célere, o que permite reverter a neutropénia mais rapidamente, a
semelhanca do que ja foi observado em estudos de medicina humana (Crawford et al., 1991;
Pentengell et al., 1992; Trillet-Lenoir et al., 1993; Zinzani et al., 1994). Em medicina veterinaria,
na area de oncologia, o uso de rhG-CSF apenas foi testado num estudo, no qual a contagem
de leucdcitos totais aumentou de modo significativo (Kraft & Kuffer, 1995). Esta descrito que
na maioria dos casos, 0s caes e 0s gatos recuperam espontaneamente da neutropénia em 3-

5 dias, podendo demorar mais tempo em gatos com neutropénia grave (Bailey, 2014). Nos
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animais deste estudo, verificou-se que o recurso a rhG-CSF foi associado a uma correcao da
neutropénia nas primeiras 48 horas apoés o inicio do protocolo na totalidade dos animais da
amostra com neutropénia induzida por farmacos citotoxicos.

Por fim, na amostra de animais com hipoplasia medular ocorreram diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) apenas nos parametros leucdcitos totais e neutrdéfilos, registando-se
uma subida de 2,20 (+ 1,29) para 7,71 (+ 9,52) x 10%/ul nos leucdcitos totais e de 1,21 (+ 0,73)
para 5,43 (+ 6,51) x 10%ul nos neutrdfilos. Relativamente aos restantes parametros
hematolégicos nao foi possivel rejeitar a Ho (p = 0,05).

A titulo individual, cada animal foi classificado como tendo respondido ou nao, segundo o
critério estabelecido de, ao fim de 48 horas do inicio do tratamento, o hemograma revelar
recuperacao da neutropénia, demonstrada através de uma contagem de neutrdéfilos absolutos
igual ou superior a 3,00 x 10%ul nos caes e 2,50 x 10%ul nos gatos, com concomitante
aumento percentual igual ou superior a 100%. Deste modo, verificou-se que a taxa de
resposta para o total da amostra foi de 73,3%, sendo que, apesar da taxa de resposta aos
rhG-CSF ter sido superior nos felideos (81,2%) comparativamente aos canideos (64,3%), esta
diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0,417), o que significa que o facto de haver
ou ndo resposta é independente da espécie.

Neste estudo pretendeu-se ainda verificar a existéncia de associagédo entre a taxa de resposta
aos rhG-CSF e outras variaveis registadas.

Assim sendo, foi encontrada uma associacdo estatisticamente significativa (p = 0,041) entre
a etiologia e a taxa de resposta. Considerando o grupo de animais com infecao por parvovirus,
este estudo mostrou que a maioria (n=14; 77,8%) respondeu aos rhG-CSF, sendo 6 casos
referentes a parvovirose canina e 8 a panleucopénia felina. Dos animais aos quais foram
administrados farmacos citotoxicos, todos responderam positivamente, obtendo-se uma taxa
de resposta de 100,0%, o que mostra que a utilizacdo de rhG-CSF nesta area pode apresentar
uma aplicabilidade promissora. Tal observacdo pode revestir-se de maior importancia no
contexto atual, em que a populacdo de animais de companhia apresenta uma maior
esperanca de vida e, consequentemente, a prevaléncia de doencas associadas a animais
geriatricos (de entre as quais se destacam as oncoldgicas) tem aumentado (Withrow, Vail &
Page, 2013). Sendo a quimioterapia um dos pilares da terapéutica antineoplasica, a maior
utilizacao de farmacos citotdxicos pode vir acompanhada da necessidade em recorrer a rhG-
CSF de forma terapéutica para reverter 0s casos de neutropénia e, eventualmente, de modo
profildtico, o que vai permitir a aplicacdo de protocolos com doses mais elevadas ou em
sessbes menos espacadas.

Relativamente ao grupo de animais com hipoplasia medular, a maioria destes (66,7%) n&o
respondeu aos rhG-CSF. Todavia, dada a grande variedade de afe¢des incluidas, torna-se
relevante analisar cada uma por si. Assim, dos casos referentes as retroviroses felinas,

ocorreu reversao da neutropénia num dos dois gatos com FIV, a semelhanca dos resultados
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obtidos por Phillips et al. (2005), enquanto o outro ndo conseguiu responder a administracao.
Para além disto, também se verificou que o gato com FelLV respondeu positivamente a esta
terapéutica, ndo havendo estudos acerca do uso de rhG-CSF nesta afe¢do. Considerando o
pequeno numero de gatos com infecdo pelos retrovirus felinos FIV e FelLV a que foram
administrados rhG-CSF ndo é possivel estabelecer neste estudo qualquer conclusédo acerca
do seu uso nestas doencas, no entanto dado os resultados positivos comunicados (Phillips et
al., 2005) seria interessante averiguar a sua utilizagdo numa amostra constituida por um maior
namero de gatos. Tal como no caso clinico descrito por Aroch e Harrus (2001), também o céo
com hipoplasia medular causada por infe¢éo por E. canis ndo respondeu a administracéo de
rhG-CSF, mantendo a pancitopénia. Para além deste, também os animais com hipoplasia
medular idiopatica falharam em responder. A auséncia de resposta observada nestes animais
pode dever-se a uma falta de células progenitoras hematopoiéticas ou a um microambiente
medular (estroma) inéspito que prejudica a hematopoiese.

Dado que a presenca de neutropénia grave se encontra associada a uma deplecdo
marcadamente extensa da populagdo de neutréfilos na medula 0ssea, seja por consumo
excessivo a nivel periférico responsavel por uma maior libertagdo compensatoria, seja por
uma deficiente producéo, colocou-se a hipotese de que poderia estar associada a uma menor
taxa de resposta devido ao esgotamento de reservas. Porém, ndo se verificou significado
estatistico nesta associacao (p = 0,081); pelo contrario, o cruzamento dos dados mostrou que
54,5% dos animais que responderam aos rhG-CSF exibiam neutropénia grave e 50,0% dos
animais que nao responderam apresentavam inicialmente neutropénia de grau ligeiro. Como
tal, aquando da realizacdo do hemograma pré-tratamento, o grau de neutropénia inicial nao
permite aferir sobre a resposta.

Foi ainda objetivo averiguar a associacao da taxa de resposta com o desfecho clinico dos
animais, que foram classificados como tendo alta médica ou sofrido 6bito, verificando-se um
resultado estatisticamente significativo (p = 0,001). Esta observacdo € particularmente
relevante, pois o facto de haver resposta com reversao da neutropénia as 48 horas pode ser
encarado como indicador de bom prognéstico. Fazendo referéncia aos dois casos em que se
registou uma resposta na contagem de neutrofilos, mas que culminaram no ébito dos animais,
é relevante mencionar que este se deveu a doenca primaria, tendo ocorrido morte natural no
cdo com linfoma multicéntrico e sido solicitada eutanasia na cadela com TIM devido a um
deterioramento do estado clinico.

Por ultimo, ressalva-se que em todos os casos clinicos incluidos neste estudo foram
cumpridas as recomendac¢des de tratamentos a curto prazo, ndo excedendo os 5 dias, pelo
que em nenhum se coloca a problemética do desenvolvimento de anticorpos neutralizantes.
Todavia, em nenhuma das situagfes incluidas foi necesséario recorrer a uma terapéutica
cronica. Nestes casos, o ideal seria utilizar as formas recombinantes especificas de espécie,

nas quais ndo se observou o desenvolvimento de anticorpos (Obradovich et al., 1991;
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Obradovich et al., 1993; Yamamoto et al., 2002; Coleman et al., 2014). No entanto, estas ndo
se encontram hoje comercialmente disponiveis, mas podem tornar-se em opcdes terapéuticas

no futuro.
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Capitulo IV - Concluséo

Atualmente a utilizacéo de rhG-CSF em medicina veterinaria ainda se reveste de controvérsia,
dada a escassez de evidéncia cientifica que permita fundamentar o seu uso. Como tal, a
presente dissertacao pretendeu contribuir para o estudo da administracdo destes farmacos
na clinica de animais de companhia, tendo sido avaliado o seu efeito em varias afecdes
associadas a neutropénia, nomeadamente em casos de infecdo por parvovirus,
mielossupressao induzida por farmacos quimioterapicos citotoxicos e hipoplasia da medula
Ossea.
Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a utilizacdo de rhG-CSF nas espécies canina
e felina pode apresentar efeitos terapéuticos benéficos a nivel hematol6gico, uma vez que a
sua instituicdo foi associada a aumentos estatisticamente significativos nas contagens de
leucocitos totais e neutréfilos nos trés grupos. Sendo os neutrdéfilos importantes células de
defesa do hospedeiro, é facil depreender que a neutropénia é responsavel por uma diminuicao
da competéncia do sistema imunitério e, consequentemente, esta associada a um maior risco
de infe¢cdes secundarias potencialmente fatais. Deste modo, os rhG-CSF, ao induzirem um
aumento na contagem dos neutrofilos, tornam-se Gteis por permitirem reduzir a morbilidade e
mortalidade dos doentes com neutropénia e auxiliarem na sua recuperagéo.
Para além do impacto positivo no nimero de neutrdéfilos, foi também observado um aumento
estatisticamente significativo nas contagens de mondcitos, linfocitos e eosindéfilos na amostra
de animais com infecdo por parvovirus. Uma diminuicdo na contagem de eritrocitos foi
também encontrada no grupo de animais com infecdo por parvovirus e neutropénia induzida
por farmacos citotéxicos, mas o seu significado é questionavel.
Neste estudo teria sido também interessante avaliar os resultados de um hemograma
efetuado apos a descontinuacéo da terapéutica com rhG-CSF, de modo a perceber se os
animais desta amostra conseguiram manter o nimero de neutréfilos estavel e dentro dos
valores de referéncia ou se, em consequéncia de doengas cronicas, ocorreu retorno da
neutropénia. Contudo, tal ndo foi exequivel devido a uma grande diferenca nos periodos de
tempo entre a Ultima administracdo e a realizacdo de um novo hemograma de controlo, o que
limita a autenticidade de uma possivel comparacéo.
Como segunda parte deste estudo foi feita uma analise individual dos casos clinicos, a partir
da qual se verificou que a taxa de resposta aos rhG-CSF na totalidade dos animais da amostra
foi de 73,3%. Apesar de esta ter sido superior nos felideos que nos canideos, esta diferenca
nao foi significativa.
Nesta dissertacdo foi ainda investigada a associacdo entre a taxa de resposta e outras
variaveis registadas, tendo-se encontrado uma associacdo com a etiologia e o desfecho
clinico. Assim, verificou-se que a taxa de resposta foi particularmente alta nos animais com
infecdo por parvovirus (77,8%) e com neutropénia secundaria a administracao de farmacos
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guimioterdpicos (100,0%), sugerindo-se a menor resposta observada nos casos de hipoplasia
medular (33,3%) pelo facto da medula 6ssea se encontrar afetada e, como tal, menos capaz
de desencadear uma resposta eficiente aos rhG-CSF. Relativamente ao desfecho clinico,
observou-se que a maioria dos animais que responderam a administracdo de rhG-CSF
tiveram alta clinica e os que nédo responderam sofreram ébito (por morte natural ou eutanasia).
No entanto, ndo foi encontrada uma associacdo entre a taxa de resposta e o grau de
neutropénia inicial.

Considerando que os rhG-CSF séo farmacos dispendiosos, a sua administracdo exige uma
ponderacdo individual de cada caso clinico (baseada numa andlise do custo-beneficio
esperado) e consentimento dos proprietarios dos animais, o que limita a sua utilizacdo em
medicina veterinaria. Todavia, apesar da pequena amostra estudada, esta dissertagéo sugere
gue, enquanto ndo se encontrarem disponiveis no mercado farmacéutico fatores
estimuladores de col6nias de granulécitos especificos de espécie, as formas recombinantes
humanas podem ser encaradas como alternativas eficazes nos canideos e felideos em
protocolos de curta duracdo quando se pretende reduzir a gravidade e a duragdo de um
episodio de neutropénia. Para além disto, neste estudo, ndo s6 os rhG-CSF apresentaram
efeitos terapéuticos promissores, como também n&do se registaram quaisquer reacdes
adversas dignas de registo, tendo sido a sua administracdo bem tolerada.

No futuro, perspetiva-se que, a medida que estes farmacos vao sendo utilizados no &mbito da
clinica dos animais de companhia, sejam publicados mais trabalhos cientificos a descrever a
sua eficacia com base em amostras populacionais maiores. Deste modo, vai ser possivel
aumentar o conhecimento acerca do uso de rhG-CSF em varias afec¢des, permitindo cada vez
mais uma maior seguranga na sua administracdo. A realizacdo de mais estudos torna-se
particularmente necessaria em doencas altamente prevalentes e com grande mortalidade
associada devido a ocorréncia de sépsis, nhomeadamente na parvovirose canina e

panleucopénia felina, nas quais o uso de rhG-CSF ndo tem reunido consenso.
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Capitulo VI - Anexos

Anexo 1 - Intervalos de referéncia do hemograma (VetScan HM5, Abaxis®)

Parametro Unidades Céo Gato
Leucograma
Leucdcitos totais x 10%/ul 6,0-17,0 55-19,5
Neutrdfilos x 10%/ul 3,0-12,0 2,5-14,0
Linfécitos x 10%/ul 1,0-4,8 15-7,0
Mondcitos x 10%/ul 0,2-1,5 0,0-15
Eosindfilos x 10%/ul 0,0-0,8 0,0-1,0
Basdfilos X 10%/ul 0,0-0,4 0,0-0,2
Eritrograma
Eritrocitos x 10%/pl 55-8,5 5,0-10,0
Hemoglobina g/dl 12,0-18,0 8,0-15,0
Hematdcrito % 37,0-55,0 24,0-45,0
VCM fl 60,0 - 77,0 39,0 -45,0
HCM pg 19,5-24,5 12,5-17,5
CHCM g/dl 31,0-34,0 30,0 - 36,0
Trombograma
Plaquetas x 10%/pl 200 - 500 300 - 800
VPM fl 39-11,1 12,0-17,0
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