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RESUMO

Sendo a leucemia viral felina (FeLV) uma doenca complexa que afeta,
principalmente o sistema imunolégico e hematolégico do gato, o objetivo
desse estudo foi quantificar as alteragcdes morfologicas no timo e baco de
animais naturalmente infectados e negativos. Para avaliagdo do timo, foram
quantificados os timocitos, tecido adiposo, corpusculos timicos, tecido
conjuntivo, colageno tipo | e colageno tipo Ill. Nesse caso, foram utilizados
cinco animais no grupo de animais negativos (Gc) e dois animais positivos
(Gd). Os timdcitos nos animais FeLV negativos (Gc) e positivos (Gd) variou
em média de 55,16%6,15 e 44,81%6,15 (p=0,39); os adipdcitos variaram
em média de 42,14%+5,97 (Gc) e 53,42%+11,3 (Gd) (p=0,34); os vasos
sanguineos variaram de 0,85%+0,24 (Gc) e 1,75%+0,52 (Gd) (p=0,15); os
corpusculos timicos estiveram apenas presentes em 0,68%+0,19 dos animais
negativos (Gc). O tecido conjuntivo variou de 12,05%+0,68 (Gc) e de
10,34%=0,62 (Gd) (p=0,009). A presenca do colageno tipo | (p=0,30) e do tipo
Il (p=0,59) foi de, respectivamente, 1,73%+0,3 e 0,44%%0,09 no Gc e,
1,44%=0,36 e 0,44%=0,13 no Gd. Para o estudo do baco, foram quantificados
a polpa vermelha, a polpa branca e o tecido conjuntivo; foram utilizados cinco
animais no grupo negativo (Gc) e quatro animais do grupo positivo (Gd). O
peso e o0 volume dos bacos dos animais variou em média, respectivamente,
de 9,44g+1,96 e 10mI*+2,58 no Gc e de 17,83g+10,66 e 17,25ml*+10,92 no
Gd, ambos os dados foram estatisticamente significativos. A polpa vermelha
nos animais FelLV negativos (Gc) e positivos (Gd) variou em média de
73,08%=3,13 e 73,85%+4,53 (p=0,39); a polpa branca de variou em média de
6.02%x2,02 no Gc e 8,38%+2,92 no Gd (p=0,34); o tecido conjuntivo variou
em meédia de 13, 28%+1,69 no Gc e de 12,11%+2,51 no Gd. Em ambos os
casos, apenas a quantificacdo de corpusculos timicos e o peso dos bacos
tiveram diferenca estatistica entre os grupos; nos demais dados ndo houve
diferenca, demonstrando que a infeccéo pela FeLV néo foi capaz de alterar a

arquitetura normal dos 6rgaos estudados.

Palavras-chave: gatos domeésticos, analise morfoquantitativa, timo, baco,

leucemia viral felina



ABSTRACT

Being the viral feline leukemia virus (FeLV) a complex disease that affects
mostly the immune and hematologic system of the cat, the aim of this study
was to quantify morphological changes in the thymus and spleen of cats
positives and negatives. For evaluation of the thymus were quantified
thymocytes, adipose tissue, thymic corpuscles, connective tissue, collagen
type | and type lll. In this case, were used five animals at group control (Gc)
and two animals at diseased group (Gd). The thymocytes at negative FelLV
animals (Gc) and positives (Gd) differ on the average of 55,16% £6.15 to
44.81% +6.15 (p=0.39); the adipocytes differ from 42.14%+5.97 (Gc) to
53.42%+11.3 (Gd) (p=0.34); the blood vessels changed from 0.85%z+0.24 (Gc)
to 1.75%+0.52 (Gd) (p=0.15); the thymic corpuscles were detected only
0.68%x0.19 at negatives animals (Gc). The connective tissue changed from
12.05%+0.68 (Gc) to 10.34%+0.62 (Gd) (p=0.009). Collagen presence type |
(p=0.30) and type Il (p=0.59) were, respectively from 1.73%%0.3 to
0.44%=0.09 at Gc and from 1.44%=+0.36 to 0.44%=+0.13 at Gd. To spleen
study, were quantified red pulp, white pulp and connective tissue; were used
five animals in negative group (Gc) and four animals in positive group (Gd).
The weight and volume of the spleens of the animals differ on the average of,
respectively, 9.44g+1.96 and 10mI*+2.58 and the Gc and 17.83g+10.66 17.25
mI*+10.92 in Gd, both were statistically significant. The red pulp in FelLV
negatives animals (Gc) and positives (Gd) differ on the average of
73.08%+3.13 and 73.85%+4.53 (p=0.39); the white pulp varied average of
6.02%+2.02 and in Gc 8.38%+2.92 in Gd (p=0.34), connective tissue changed
from 13.28%z=1.69 in Gc and 12.11%+2.51 in Gd. In both cases, only the
guantification of thymic corpuscles and the weight of spleens had a statistical
difference between groups; the other data were no difference, demonstrating
that infection by FeLV was unable to modify the normal architecture of the

organs studied.

Key-words: domestic cats, morphoquantitative analisis, thymus, spleen, feline
leukemia virus

Xi



CAPITULO |

REFERENCIAL TEORICO

A leucemia viral felina (FeLV) é uma retrovirose comum na clinica
veterinaria e com grande impacto na saude dos felinos domésticos. O virus da
FeLV é bastante patogénico e foi considerado durante muito tempo como
causador da maioria das sindromes clinicas do que qualquer outro agente
(Hartmann, 2011).

O virus da leucemia viral felina (FeLV) € um retrovirus do género gama
que representam um grupo oncogénico tipicamente associado a longa laténcia
e com a inducao de leucemia e linfoma no hospedeiro (Levy, 2008). Retrovirus
sao virus de RNA envelopado que dependem de um DNA para intermediar a
replicacéo (Lutz et al., 2009).

O virus da leucemia € conhecido como “doengca do gato amigavel”
porque o virus € transmitido quando gatos infectados e néo-infectados estdo
em contato proximo prolongado, especialmente durante lambeduras mutuas ou
gquando compartilham tigelas de agua e comida (Tejerizo et al., 2012). A
infeccdo geralmente ocorre na orofaringe, onde o virus infecta os linfocitos, e
assim, atinge a medula 6ssea (Lutz et al., 2009). A partir dai, as células
infectadas carreiam o agente viral para outros tecidos alvos como o timo, baco,
e linfonodos (Levy, 2004). Em gatos virémicos multiplos tecidos, incluindo a
medula 6ssea, sdo infectados e podem reter o virus latente indefinidamente
(Carmichael et al., 2002).

A doenca tipica relatada em associacdo com a infec¢cdo produtiva da
FelLV sao, p. ex. supressdo da medula 6ssea como anemia, neutropenia ou
trombocitopenia, diferentes formas de linfossarcomas e infec¢cdes oportunistas,
como consequéncia da imunossupressao induzida pela FeLV (Suntz et al.,
2010). Sinais menos comuns sdo: doencas imuno-mediadas, enterite cronica,
desordens reprodutivas e neuropatias periféricas (Lutz et al., 2009). Gatos

jovens sao mais susceptiveis a infeccao e sdo mais predispostos a desenvolver



doencas FelLV-relacionadas como linfoma, doencas mioeloploriferativas ou

mielossupressivas e imunodepresséo (Hagiwara et al, 1997).

Timo

O timo € um o6rgao linfatico primario que desenvolve sua atividade em
organismos jovens (Konig; Liebich, 2002). Ainda na vida fetal e no periodo
neonatal o timo €& o 0rgdo com maior importancia imunoldgica e,
anatomicamente € o maior Orgao linfatico e com maior atividade linfopoética,
constando como precursor da linfopoese, demonstrando ainda relacbées com o
sistema enddcrino, principalmente com a fungao gonadal (Drummond, 1996).

A funcdo timica estd relacionada a mecanismos fundamentais na
aguisicao das defesas e consequentes respostas organicas. Atualmente, sabe-
se que o timo € um o6rgéo linféide central e desempenha papel importante na
imunidade celular através da geracdo de linfocitos T circulantes (Nishino et al.,
2006). A formacdo de células T inicia-se na medula 0ssea e, apdés migracao
para o timo, sofrem maturacdo e tornam-se funcionais. No que tange a
resposta antigénica, esta se processa a partir do timo, o qual responde pela
diferenciacdo, ploriferacdo e migracdo de linfécitos para orgdos linfoides
secundarios, onde adquirem caracteristicas novas e transformam-se em células
imunocompetentes (Carneiro e Silva et al., 2001).

Durante a vida do animal o timo sofre uma involucéo, dita fisiolégica, que
pode ser acelerada por uma série de fatores, visto que os timécitos sdo
extremamente sensiveis a variagbes microambientais, ocorrendo rapida
deplecdo dessa populacdo mediante uma série de estimulos (Nezelof, 1992).
Apoés a puberdade ocorre atrofia do parénquima timico e o cortex é substituido
por tecido adiposo, mas resquicios do timo toracico podem persistir até a idade
avancada (Agreste, 2010).

A involugdo gradual e continua do timo é caracterizada pela diminuigéo
do peso do 6rgdo, perda dos linfocitos corticais, infiltracdo pelas células
adiposas e aumento do numero de corpusculos timicos (Barroso, 2007). No

gato, a involugdo comeca entre 6 a 8 meses de idade (Woo et al., 1997).



Baco

O baco é o maior 6rgdo linfatico do organismo e estd ligado, entre
outros aspectos, na resposta imune frente a antigenos transportados pelo
sangue e no armazenamento de eritrocitos e plaquetas (Furrianca et al., 2008).
Além disso, 0 baco de espécies animais tem a habilidade de acrescentar a
populacdes de eritrocitos e granulécitos e pode ser reservatorio para células
vermelhas durantes periodos de demandas incomuns (Samuelson, 2007).

O baco é circundado por uma capsula composta de tecido fibroso denso,
fibras elasticas e musculatura lisa (Cesta, 2006), sendo que esta, emite
prolongamentos dividindo o parénquima em compartimentos incompletos.

O baco € um 6rgao linfatico altamente estruturado consistindo em trés
compartimentos principais: a polpa vermelha, a zona marginal e a polpa
branca. A estrutura especializada do sistema venoso da polpa vermelha da a
essa area a capacidade de filtrar o sangue e remover os eritrocitos velhos
(Mebius; Kraal, 2005). Os vasos sanguineos terminam em um sistema
sinusoide entorno de células B e T, formando assim, uma fronteira anatomica
entre a polpa vermelha e a polpa branca, a zona marginal (Vondenhoff et al.,
2008). As regides linfoides do baco, a polpa branca, séo organizados em zonas
de células T mais internas e foliculos de células B mais externos (Lo et al.,
2003).



OBJETIVOS

Sendo a FelLV uma doenca complexa, que pode causar diversas
sintomatologias, interferindo principalmente sobre sistema imune e
hematoldgico, este estudo teve como objetivo:

e (quantificar as alteracdes morfolégicas no timo, 6rgdo alvo do virus e
importante 6rgao linféide, de gatos naturalmente infectados e negativos,
através da quantificacdo dos timocitos, tecido adiposo, corpusculos
timicos, tecido conjuntivo, colageno tipo | e colageno tipo lll.

e (quantificar as alteracdes no baco de animais positivos para FelLV e
negativos, através da quantificacdo das propor¢cdes da polpa vermelha,
polpa branca e tecido conjuntivo.
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CAPITULO I

AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOQUANTITATIVAS DO TIMO DE
GATOS INFECTADOS PELO VIRUS DA LEUCEMIA VIRAL FELINA

INTRODUCAO

O timo é um o6rgao linféide primario aonde precursores de célula-T
derivados da medula 6ssea sofrem diferenciacdo, direcionando a migracédo de
timécitos positivamente selecionados para areas célula-T dependente em
orgaos linféides secundarios (Savino; Dardenne, 2000). Sua atividade ocorre
principalmente em animais jovens, sendo que na vida fetal e no periodo
neonatal o timo é o 60rgdo com maior importancia imunolbgica e,
anatomicamente é o maior 6rgdo linfatico e com maior atividade linfopoética,
constando como precursor da linfopoese, demonstrando ainda relacées com o
sistema endadcrino relacionados com a funcao gonadal (Drummond, 1996).

A Leucemia Viral Felina (FeLV) € uma doenca comumente encontrada
na rotina da clinica de felinos. A FeLV permanece como uma importante
doenca dos gatos domésticos (Dunham; Graham, 2008). Essa infeccéo
geralmente ocorre na orofaringe, onde o virus infecta os linfocitos, e assim,
atinge a medula 6ssea (Lutz et al., 2009). As células infectadas carreiam o
agente viral para outros tecidos alvos como o timo, baco e linfonodos (Levy,
2004). O curso que tomara a infeccao de FelLV dependera de alguns fatores,
tais como a resposta imune do hospedeiro e a evolucdo da doenca. A doenca
tipica relatada em associacdo com a infeccdo produtiva da FelLV, gera a
supressdo da medula Ossea, caracterizando anemia, neutropenia ou
trombocitopenia, diferentes formas de linfossarcomas e infec¢cdes oportunistas,
como consequéncia da imunossupressao induzida pela FeLV (Suntz et al.,
2010).

Sendo a FelLV uma doenca complexa, que pode causar diversas
sintomatologias dependendo da resposta imune do hospedeiro, o objetivo
desse estudo foi o de quantificar as altera¢cdes morfolégicas no timo, 6rgéo alvo

do virus e importante 6rgao linféide, de gatos naturalmente infectados e sadios,
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através da quantificacdo dos timocitos, tecido adiposo, corpusculos timicos,

tecido conjuntivo, colageno tipo | e colageno tipo Ill.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados sete gatos domeésticos (Felis catus domesticus)
provenientes do Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia, estes foram
divididos em dois grupos, sendo um macho e uma fémea compondo o0 grupo
FelLV positivos (Gd) e dois machos e trés fémeas compondo o grupo FeLV
negativos (Gc).

Todos o0s animais positivos (Gd) apresentavam sintomatologia
comumente encontrada na FelV, isto é, hiporexia e prostacdo, além de
anemia severa — Volume Globular de 9%; a positividade foi confirmada a partir
do emprego do teste SNAP FeLV/FIV Combo Test (INDEXX Laboratories), o
mesmo utilizado para comprovar a negatividade dos animais do grupo Gc. Os
animais tinham idade variando entre seis meses e trés anos.

A coleta dos lobos toracicos do timo de ambos os antimeros foi realizada
imediatamente ap0s a morte dos animais, para tanto, promoveu-se secc¢des
longitudinais ao longo do nono espaco intercostal, em ambos os antimeros,
para visualizacdo dos correspondenes lobos toracicos do timo. Néo foi nosso
interesse a diferenciacdo entre os lobos, para tanto, considerou-se a massa
timica como uma estrutura Unica, justificada pela idade dos animais. De
maneira geral alguns lobos toracicos do antimero direito j& encontravam-se em
avancada involucado, ou até mesmo ausentes.

Os timos foram seccionados transversalmente através do
estabelecimento de planos macroscépicos paralelos e seriados, com distancia
média de 3mm (Mayhew, 1992; Wulfsohn et al., 2004). As fatias escolhidas
aleatoriamente obedeceram ao método orientator modificado (Mattfeldt et al.,
1990), com isso foram obtidos cortes AUl (Aleatérios e Uniformemente
Isotrépicos). Apos imersédo no fixador, solu¢cdo aquosa de formaldeido a 10%,
por um periodo minimo de 24 horas os fragmentos foram submetidos a técnica
histologica convencional, sendo emblocados em parafina. As laminas foram
confeccionadas com a espessura de 4um utilizando micrétomo manual (Leica

RM 2125RT). As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina e a area
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ocupada pelos timacitos, agregados linfoides, vasos sanguineos e ainda os
adipdcitos foi quantificada utilizando o software STEPanaizer© (Gundersen et
al., 1988) com sistema teste de 36 pontos, o calculo da area total foi realizado
apos a contagem dos pontos através do Principio de Delesse sendo Apsy a
area ocupada pela estrutura, Ppesy 0 nimero de pontos contados sobre a
estrutura e Py o numero total de pontos do sistema teste. Ja as laminas
coradas com Pricrosirius red foram empregadas para a determinacdo da
proporcao de tecido conjuntivo entre os grupos, assim como a diferenciacao
entre colageno tipo | e I, utilizando filtro polarizador e programa de analise de
imagens Image Pro-Plus 6.0°.

Foram obtidas fotomicrografias de cinco campos aleatérios de cada
fragmento (6 fragmentos por animal) com microscépio éptico BX51 Olympus®
acoplado ao programa de captura e andlise de imagens ProgRes® Capture Pro
2.5.

Para andlise estatistica foi empregado o software GraphPad Prisma 5.
Os dados foram submetidos a analise descritiva, visando a obtencdo da média
e erro padrao da média dos diversos dados, em seguida foi aplicado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, verificando se os dados apresentavam
uma distribuicdo normal. Foi aplicado o teste de Mann Whitney, com nivel de
significancia de 5% comparando-se os diferentes tecidos entre os animais

positivos (Gd) e negativos (Gc) para FeLV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A &rea ocupada pelos timécitos para os animais FelLV negativos (Gc) e
positivos (Gd) variou em média de 55,16%+6,15 e 44,81%6,15,
respectivamente, conforme a figura 1 e 2 (A). Apesar dos valores obtidos para
cada grupo, ndo expressarem diferenca estatistica (p=0,39). Sugerindo que a
presenca do virus da FelLV, em gatos, ndo influenciou na inibicdo do timo, em
relacdo a producéo dos timécitos. Em contraste, o tecido adiposo se comportou
de maneira inversa aos timocitos, conforme a figura 2 (B), mas ainda sem
diferenca estatistica (p=0,34). Nos animais negativos (Gc) este tecido variou
em média de 42,14%+5,97 e nos positivos (Gd) de 53,42%+11,3 (figura 1). O

tecido adiposo, em ambos os grupos, esteve disposto ao longo de todo o
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orgao, formando assim “ilhas”, delimitadas pela presenga de prolongamentos
de tecido conjuntivo. Fato que pode ser entendido pela involugdo natural do
orgédo pois, além da diminuicdo do tamanho do 6rgdo houve a alteracdo de sua
estrutura, justificando o arranjo encontrado. Para Agreste (2010), no grupo
cdes com um ano de idade, o tecido adiposo tornou-se mais evidente com
pequenas ilhas de tecido timico remanescente. Portanto, mesmo que de
maneira inespecifica, foi possivel entender que os dados quantitativos
encontrados para o tecido adiposo ilustraram que a positividade nao interferiu

plenamente na modificacdo do arranjo do timo.
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Figura 1 Gréficos representativos dos valores obtidos da quantificacdo (%) dos
timocitos (A), tecido adiposo (B) e vasos sanguineos (C) entre os animais

negativos (Gc) e positivos (Gd) para FeLV.

A proporcdo de vasos sanguineos variou de 0,85%0,24 nos animais
negativos (Gc) e 1,76%+0,52 nos positivos (Gd), sem diferenca estatistica
(p=0,15), conforme a figura 1 e 2 (D). Por se tratarem de animais adultos, os
achados coincidem em parte com o relato de Agreste (2010), quando em caes
com seis meses de idade, os vasos do timo comecaram a apresentar menor
calibre e ndo foram mais evidentes no interior do parénquima, em comparacao
com o0s grupos de animais mais jovens. Os valores indicaram que ndo houve
uma real influéncia da afeccéo sobre os animais avaliados.

Em relagdo aos corpusculos timicos, nos animais negativos (Gc) foi de
0,68%0,19 (figura 2 - C). De outra forma nos animais do grupo positivos (Gd),
ndo foi observada a presenca das mesmas. Em relacdo a presenca da
estrutura, foram encontradas no gato, apenas apos 50 dias de gestacéo
(Barroso et al., 2012) e em céaes, com 30 dias de gestacdo a um ano de idade

(Agreste et al., 2007).
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Figura 2 Fotomicrografia corada com HE mostrando o tecido adiposo (seta
preta) e timdcitos (seta cinza), nas imagens A e B; corpusculo timico (seta
branca), na imagem C e vasos sanguineos (setas cinza) na imagem D.
Fotomicrografia corada com picrossirius e evidenciacdo do tecido conjuntivo
(setas preta) na imagem E; Fotomicrografia com luz polarizada mostrando o
colageno tipo | (seta branca) e colageno tipo lll (seta vermelha) na imagem F.

Apesar da associacdo tempo dependente em conformidade com a
literatura, a funcédo dessa estrutura ainda nao foi esclarecida, e os achados
tanto na espécie felina quanto em outras espécies foram variaveis. No entanto,

estudos avaliando a presenca do VEGF (fator de crescimento endotelial) em
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timos humanos e caninos corrobora com a hipotese da participacdo ativa
desses corpusculos na timopoiese (Cimpean et al., 2008; Agreste, 2010).
Explicando assim, de certa forma, a sua auséncia nos animais
imunodeficientes.

A auséncia dos corpusculos timicos nos animais positivos pode ser
norteada por um estudo com felinos infectados com FIV que, quando
comparados com animais sadios, verificou-se deplecdo na quantidade desses
corpusculos (Obert; Hoover, 2000). Aléem disso, a atrofia timica foi a primeira
lesdo observada em gatos inoculados com FelLV (Hoover et al., 1973). Nesses
animais os corpusculos variaram de pouco desenvolvidos ou atréficos a
normais, sendo em alguns casos, proeminentes devido a intensa
gueratinizacédo e mineralizacao (Hoover et al., 1973)

A quantidade de tecido conjuntivo nos timos, variou de 12,05%=0,68 no
grupo controle (Gc) a 10,34%+0,67 no grupo doente (Gd), apresentando
diferenca estatistica (p=0,009), conforme a figura 3. A rede de tecido conjuntivo
€ constituida principalmente por colageno tipo |, colageno tipo Il e fibras
elasticas (Burlew; Weber, 2000). Sugerindo que ndo houve uma remodelacao e
deposicao deste tecido devido a presenca da doenca, mesmo que em menor
quantidade do valor observado para animais negativos (Gc).

A quantificacdo do colageno tipo | e do tipo Ill foi de, respectivamente,
1,73%+0,3 e 0,44%+0,09 no grupo controle (p=0,30) e, 1,44%%0,36 e
0,44%=0,13 no grupo doente (p=0,59), conforme a figura 3. De acordo com
Pereira (2009), em resposta a injarias sofridas no miocardio, a reparacao
tecidual ocorre a fibrose por acumulacdo dos constituintes do tecido
conjuntivo, especialmente, o colageno tipo I. Na involucdo timica ocorre
reorganizacdo completa da matriz extracelular e outros tecidos conjuntivos,
além de outros eventos, afetando, principalmente os timaocitos (Li et al., 2002).
O colageno tipo | foi o predominante no timo de ambos os grupos estudados,
sugerindo que nao houve uma deposicdo deste tecido. Devido ao fato deste

tipo de tecido estar relacionado com o arranjo estrutural do érgéao (figura 2 - F).

13



% tecido conjuntivo
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Figura 3. Graficos representativos dos valores obtidos da quantificacdo (%) do
tecido conjuntivo (A), colageno tipo | (B) e colageno tipo Il (C) entre os animais
negativos (Gc) e positivos (Gd) para FeLV. A marcacdo por * representa
diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com a aplicacdo do teste de
Wilcoxon.

CONCLUSAO

Foi possivel observar que a presenca do virus da FelLV nao promoveu
efetivamente uma modificacdo no timo de animais infectados naturalmente, isto
levando em conta os timdcitos, tecido adiposo, vasos sanguineos e ainda os
coldgenos dos tipos | e lll. De outra forma, a ocorréncia de diferenca
estatistica, quando da quantificacdo do tecido conjuntivo, entre 0S grupos
auxiliou o entendimento que ndo houve uma remodelacédo e deposicado deste
tecido devido a presenca da doenca. Revelando uma menor frequéncia deste
tecido nos animais infectados pela FelLV. A auséncia de corpusculos timicos
nos animais imunossuprimidos sugere que essas estruturas estdo ligadas a
timopoiese, estando ausentes quando a mesma esta diminuida. Como a FelLV
€ uma doenca sistémica que atua principalmente no sistema imune do animal,
sugere-se a avaliacdo de o6rgaos linféides secundarios, visando assim, uma

interpretacdo mais exata da influéncia desta afec¢cao em felinos.
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CAPITULO Il

ANALISE MORFOQUANTITATIVA DO BACO DE GATOS FeLV POSITIVOS
E NEGATIVOS

INTRODUCAO

Durante muitos séculos, desde as primeiras descricdes do baco e as
tentativas precoces de explicar a sua fungédo, muito se aprendeu sobre esse
complexo 6érgédo (Wilkins, 2002). As duas atividades mais importantes do baco
sao as fun¢Bes imunoldgica e fagocitaria, podendo citar, como parte destas, a
fitracdo e armazenamento de sangue, destruicdo de eritrocitos velhos,
formacao de células sanguineas durante a vida fetal e importante atuacao na
defesa imunolégica do organismo, a partir da formacéo de anticorpos e pela
proliferacédo de células T e B.

O 6rgao é circundado por uma capsula fibrosa de tecido conjuntivo que
emite trabéculas, projecbes de tecido conjuntivo oriundas da capsula em
direcdo ao parénquima, que suportam a vasculatura (Mebius; Kraal, 2005).
Entremeado ao tecido conjuntivo da cépsula e das trabéculas, existe a
presenca de fibras musculares lisas, sua contracdo provoca a expulsdo do
sangue armazenado no baco (Junqueira; Carneiro, 1995).

O parénquima esplénico é dividido em trés compartimentos (Benter et
al., 2011). A polpa vermelha é composta por uma malha tridimensional de
corddes esplénicos e seios venosos (Cesta, 2006). Além de células reticulares,
os corddes esplénicos contém macréfagos, mondcitos, linfécitos, plasmacitos,
eritrocitos, plaquetas e granuldcitos (Junqueira; Carneiro, 1995). A polpa
vermelha ocupa a maior parte do parénquima do 6rgdo e é o local onde se
concentram o0s elementos sanguineos, sendo o bago por este  motivo
considerado um reservatério de eritrocitos que sao liberados na contracdo
esplénica (Dyce et al., 2004). A polpa branca é organizada como um
revestimento linféide, com compartimentos de células-B e células-T, envolta de
um ramo vascular arterial, se assemelhando a estrutura de um linfonodo

(Mebius; Kraal, 2005). A chamada zona marginal representa o terceiro
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compartimento, sua funcdo é separar a polpa vermelha da polpa branca
(Benter et al., 2011).

A leucemia viral felina (FeLV) é uma importante retrovirose de
distribuicdo mundial que afeta principalmente felinos domésticos. Essa infeccéo
geralmente ocorre na orofaringe, onde o virus infecta os linfocitos, e assim,
atinge a medula 6ssea (Lutz et al., 2009). As células infectadas carreiam o
agente viral para outros tecidos alvos como o timo, baco e linfonodos (Levy,
2004). Sinais clinicos associados com a infeccdo da FelLV podem ser
classificados como tumores, imunossupressao, desordens hematologicas,
doenca imunomediadas e outras sindromes (incluindo neuropatias, desordens
reprodutivas e sindrome do gatinho enfraquecido) (Hartmann, 2011).

Com o objetivo de observar as alteracdes provocadas pela infeccéo pelo
virus da FeLV e consequentemente da anemia, esse estudo avaliou o baco de
animais FelLV positivos (Gd) e FeLV negativos (Gc), através da quantificacdo
das proporgdes da polpa vermelha, polpa branca e tecido conjuntivo.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados nove gatos domésticos (Felis catus domesticus), quatro
machos e cinco fémeas; estes foram divididos em dois grupos: o grupo de
animais FeLV positivos (Gd) composto por quatro animais, trés machos e uma
fémea e o grupo de FelLV negativos (Gc), composto por cinco animais, quatro
fémeas e um macho. Todos os animais foram provenientes do Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia.

O grupo de animais positivos tinham sintomatologia comumente
encontrada na FelV, isto é, hiporexia e prostacdo. Estes animais
apresentavam anemia severa — volume globular variou de 6 a 9%. Eram
animais que tinham idade variando entre seis meses a trés anos e todos foram
eutanasiados por decisdo exclusiva do proprietario frente ao prognostico ruim e
a condicao fisica do animal. Os animais do grupo controle (Gc) tinham cerca
de seis meses a dois anos de idade e vieram a Obito por outros motivos que
nao inviabilizaram a sua inclusdo no grupo de animais negativos para FelLV,

dentre estes, complicagfes cirurgicas, pds-operatorias ou outras afeccdes.
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Os animais, foram submetidos ao teste SNAP FeLV/FIV Combo Test
(INDEXX Laboratories), para atestar sua positividade ou negatividade referente
a FelLV.

A coleta dos animais ocorreu entre os anos de 2009 e 2012, e estes
foram imediatamente submetidos a coleta do 6rgdo em questdo. Para tanto,
promoveu-se secc¢do na linha alba para exposicdo dos 6rgdos abdominais e
posterior retirada do 6rgéo. Estes tiveram 0 seu peso estimado empregando-se
para tanto balanca de precisdo. Fazendo uso do modelo de determinacao
volumétrica (Scherle, 1970) foram ainda estabelecidos os volumes e as
densidades dos 6rgdos de cada um dos grupos. Para andlise microscépica, o
baco foi totalmente segmentado, obtendo assim fragmentos que,
aleatoriamente, foram fixados em solu¢cdo aquosa de formaldeido (10%) e
submetidos a técnica histolégica convencional, sendo incluidos em blocos de
parafina para posterior clivagem dos tecidos através de microtomo manual
(Spencer-Lens Co.) com os tecidos com 4um de espessura. As laminas foram
coradas com Hematoxilina-Eosina visando a quantificacdo da area ocupada
pela polpa branca e pela polpa vermelha (figura 4 - A e B). Para a quantificacdo
do tecido conjuntivo, as laminas foram coradas com Pricrosirius red (figura 4 —
CeD).

Foram obtidas fotomicrografias de cinco campos aleatorios de cada
fragmento (6 fragmentos por animal) com microscépio éptico BX51 Olympus®
acoplado ao programa de captura e analise de imagens ProgRes® Capture Pro
2.5. A area ocupada pela polpa branca e polpa vermelha foi quantificada
através de sistema de pontos, 108 pontos, no programa STEPanaizer©
(Gundersen et al., 1988). O célculo da area total foi realizado apds a contagem
dos pontos através do Principio de Delesse sendo As; @ area ocupada pela
estrutura, Ppsy 0 nUmero de pontos contados sobre a estrutura e Py 0 nimero
total de pontos do sistema teste. Para a determinag&o da proporgéo de tecido
conjuntivo presente no 6rgao, as imagens foram captadas e analisadas com o
software Image-Pro Plus 6.0°, quantificando o tecido conjuntivo em dez
campos distintos.

Os parametros obtidos foram submetidos ao teste de normalidade

Kolmogorov-Sminorv e comparados através da aplicacdo teste de Mann-
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Whitney, considerando estatisticamente significativo p<0,05, buscando assim

determinar qual a interferéncia da afeccéo entre os grupos avaliados.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso e o volume dos bacos dos animais variou em média,
respectivamente, de 9,44g+1,96 e 10ml®*+2,58 no Gc e de 17,83g+10,66 e
17,25mI*+10,92 no Gd. O volume e o peso do baco do Gd foi maior do que o
Gc, embora néo tenha sido estatisticamente diferente (p=0,41 para o0 peso e
p=0,49 para o volume). De acordo com Hanson et al. (2001) a esplenomegalia
pode ser uma resposta a outra doenca, como por exemplo hematopoiese
extramedular na presenca de anemia. Em um estudo realizado por Zanutto et
al. (2011) a esplenomegalia ocorreu a partir de 6 semanas apés inoculacdo
com o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), refletindo o comprometimento do
tecido monocitico-macrofagico (Brown et al., 1991).

A quantificacdo da polpa vermelha apresentou média de 73,08%+3,13
no Gc e de 73,85%+4,53 no Gd (figura 5-A). A polpa vermelha, em um estudo
morfoquantitativo, também foi predominante em ratos e porquinhos-da-india,
ocupando 65% e 54%, respectivamente (Furrianca et al., 2008). Apesar das
células tronco-hematopoiéticas terem sido localizadas no bagco murino em
contato com 0s vasos sinusoéides na polpa vermelha (Kiel et al., 2005), ndo foi
conhecido como esses nichos contribuiram com a hematopoiese ou a natureza
dos tipos de células envolvidas (O’Neill, 2012). Apesar da anemia intensa
decorrente da infeccdo pela FeLV observada nesse estudo, esse quadro ndo
alterou a conformacdo normal da polpa vermelha no bacos dos gatos; ndo
observando assim, diferengas entre 0s grupos.

A polpa branca do bago dos animais do Gc, variou em média de
6,02%+2,02 e no Gd, de 8,38%+2,92 (figura 5-B). De maneira similar, a polpa
branca também ocupou uma menor area no bacos de ratos (26%) e
porquinhos-da-india (22%), porém e uma quantidade superior ao observado
nesse estudo (Furrianca et al., 2008). Uma resposta imune aguda a antigenos
pode gerar um aumento de celularidade nas areas da células-B na polpa
branca (Elmore, 2006). De outra forma, as bainhas linféides periarteriolar

podem ter sua celularidade aumentada por linfomas e leucemias ou diminuidas
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por exposicao a radiacao, virus e drogas (Elmore, 2006). Sobretudo nesse
estudo, que a infeccdo da FeLV ndo produziu a uma resposta imune que

gerasse uma resposta esplénica a ponto de alterar a quantidade de polpa

branca.

Figura 4: Fotomicrografia corada com HE (A e B) e com Picrossirius red (C e D)
demonstrando a polpa vermelha (PV), polpa branca (PB) disposta ao redor de
vasos sanguineos (seta branca), capsula fibrosa (seta vermelha) e trabéculas

(seta preta)

A presenca de tecido conjuntivo variou em média de 13,28%=+1,69 no Gc¢
e de 12,11%+2,51 no Gd (Figura 5-C). Como ndo houve variagdo na
guantidade de tecido conjutivo entre 0s grupos, os resultados sugerem que nao

houve remodelamento do 6rgdo em decorréncia da doenca.
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Figura 5: Gréficos representativos dos valores obtidos da quantificacdo (%)
polpa vermelha (A), polpa branca (B) e tecido conjuntivo (C) entre os animais

negativos (Gc) e positivos (Gd) para FeLV.

CONCLUSAO

Apesar da infeccdo pela FelLV gerar altera¢des sistémicas significativas,
como imunodepressdo e anemia, essas alteracdes nao foram capazes de
provocar respostas que alterassem a arquitetura esplénica nos animais
estudados. A resposta do baco pode ter existido frente a afeccdo, como
eritropoiese extramedular e diminuicdo da celularidade da polpa branca pela
imunodepressdo; sobretudo essa resposta ndo foi capaz de promover
alteracdes estruturais observaveis por meio da analise histomorfométrica. A
esplenomegalia encontrada nos animais positivos pode ser um reflexo da

resposta esplénica frente as condi¢des patoldgicas geradas pela infeccédo viral.
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS

A leucemia viral felina é uma doenca sistémica que afeta multiplos
orgdos que quando provoca sintomatologia, é associada ao progndstico ruim e
normalmente termina em 6bito do animal.

Apesar da doenca provocar alteracbes patblogicas graves, como a
anemia severa observada e a imunodepressdo, essas condicdes nao
provocaram difenrencas quantitativas no timo e no ba¢o do animais positivos. A
nao observacdo de alteracbes ndo implica necessariamente em falta de
resposta ou interferéncia do virus da FeLV nesses 6rgdos. E possivel que o
virus tenha ocasionado a deplecdo de timocitos ou sua menor funcionalidade,
gerando resposta hematopoiética esplénica ou tenha diminuido a atividade da
polpa branca do baco; essas alteracbes porém, ndo puderam ser observadas
por meio da andlise histomorfométrica, ou seja, as respostas nao foram
capazes de alterar a arquitetura normal dos o6rgdos. A esplenomegalia
encontrada nos animais positivos, pode indicar uma resposta esplénica frente
as alteracdes sistémicas provocadas pela doenca. A auséncia de corpusculos
timicos no grupo positivo, corrobora com a hip6tese dessas estruturas estarem
ligadas a timopoiese.

Pela escassez de bibliografia em relacdo as analises quantitativas em
timo e baco de felinos, observa-se que esse campo ainda precisa de estudos

adicionais, principalmente em relacéo aos 6rgaos linféides secundarios.
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