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Neoplasias hemopoyéticas en 10 gatos positivos al virus leucemia felina

Haemopoyetic neoplasm in 10 cats positive to feline leukaemia virus

L Mufioz"

SUMMARY

Presence of the antigen of the feline leukaemia virus in serum of cats naturally infected was observed in Chile in 1989, using an
ELISA test. This virus induces neoplastic as well as non-neoplastic alterations. The lymphoproliferative neoplasms are more common
than the myeloproliferative haemopoyetic neoplasms. Haemograms and myelograms stained with Giemsa and cytochemical stains

were used for the diagnosis of the altered cellular line.

The objective of this investigation was to contribute to the knowledge of the haemopoyetic neoplastic diseases of cats positive to

the virus.

Ten cats positive to the feline leukaemia virus and with clinical signs were used. Samples of blood and bone marrow were processed
with both stains. The cytochemical stains used were peroxidase, the naphthol AS-D chloroacetate esterase and the alpha naphthyl
acetate esterase. Four healthy cats, negative to the virus were used as a control group.

The haemograms and myelograms results showed that 7/10 were lymphoma, 3 of them also presented alterations in the neutrophilic
granulocytic cells; 2/10 presented erythremic myelosis and 1/10 eosinophilic leukaemia.

Blood cells stained with peroxidase and naphthol AS-D chloroacetate esterase were higher in number in the positive cats than in the
control group, which indicates the existence of a larger number of immature cells in blood. The results regarding bone marrow, were

similar in positive and control cats.

The diagnoses of haemopoyetic neoplasms were confirmed by the severity of anemia, the presence of immature cells in blood and

the larger amount of cells positive to the different cytochemical stains.
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INTRODUCCION

En Chile, al igual que en otros paises, la poblacién
felina ha ido en aumento, por lo tanto también sus enfer-
medades, siendo la leucemia viral la patologia de mayor
morbilidad y mortalidad en los gatos y la principal causa
de las neoplasias hemopoyéticas en este animal (Cotter
2000, Levy 2000).

En 1989 se diagnostico serolégicamente esta patolo-
giaen Chile y desde ahi a la fecha se siguen utilizando las
pruebas de ELISA para el diagnostico de esta enferme-
dad (Correay col 1989).

El virus de la leucemia felina (ViLeF) pertenece al
género retrovirus mamifero tipo C. Es un virus ARN que
posee en su nlcleo la enzima transcriptasa reversa que le
permite pasar el material genético a ADN y formar un
provirus; ademas posee varios antigenos, siendo de im-
portancia el antigeno p27, el cual es soluble y es el que se
detecta con las pruebas diagndésticas (Murphy y col 1995).
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Las neoplasias hemopoyéticas se clasifican en dos
grandes grupos: linfoproliferativas y las mieloprolife-
rativas. Las mieloproliferativas se clasifican en subgrupos,
de acuerdo al criterio FAB (Convencién Francesa, Ame-
ricana y Britanica) humano, designandola con el nombre
de la célula neoplasica que esta involucrada y ademas con
la letra M seguida de un nimero que vade 0 a 7, de acuer-
do a la etapa de diferenciacion de la célula neoplasica
predominante (Jain y col 1991).

Para poder clasificar dichas neoplasias es necesario
realizar tinciones citoquimicas tanto de los hemogramas
como de los mielogramas (Grindem y col 1985, Facklam
y Kociba 1986). Existen varias reacciones citoquimicas
que permiten en menor o mayor grado la identificacion
de los diferentes tipos de blastos (Jain 1970, Facklam y
Kociba 1986, Artigas y col 1991, Jainy col 1991, Grindem
1996). Las mas comunes son las tinciones de PAS (acido
peryédico de Schiff); las mieloperoxidasas; Sudan negro
B y dentro de las més especificas se utilizan las estearasas
especificas (cloroacetato naftol AS-D) y no especificas
(acetato alfa- naftil); la fosfatasa alcalina y &cida (Grindem
y col 1985, Artigas y col 1991, Jain y col 1991).

Las peroxidasas son enzimas que estan principalmen-
te en los granulos primarios (lisosomas) de los granulocitos
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neutréfilos (desde el estado de mieloblasto a mielocito) y
son de utilidad para diferenciar los precursores mieloides
(GrindemYy col 1985, Facklam y Kociba, 1986). Esta prue-
ba se identifica como positiva cuando se observan granu-
los pequefios, uniformes, de color rojo o café brillante en
el citoplasma de la célula en cuestion (Jain 1970, Grindem
y col 1985).

Las estearasas especificas y no especificas se basan
en la capacidad que tienen las enzimas leucocitarias de
hidrolizar sustratos sintéticos derivados del naftaleno. Asi
las estearasas especificas usan como sustrato el cloro-
acetato naftol AS-D, reaccionando fuertemente los
mieloblastos, progranulocitos y los baséfilos mielocitos
y en menor intensidad los neutréfilos maduros, no reac-
cionando los eosin6filos, monocitos, linfocitos y
eritrocitos (Facklam y Kociba 1986, Artigas y col 1991).
En las reacciones positivas se observa una granulacion
azul en el citoplasma y todos los nicleos se presentan
verdes (Jain 1970). Las tinciones con estearasas no espe-
cificas usan acetato alfa-naftil o butarato alfa-naftil para
distinguir los monocitos (Artigas y col 1991), donde se
observa el citoplasma de color café claro con pequefios
granulos café-rojizos (Grindem y col 1985, Facklam y
Kociba 1986).

El objetivo de este estudio es contribuir al diagnosti-
co de algunas neoplasias hemopoyéticas del felino do-
méstico, describiendo las caracteristicas citolégicas y
citoquimicas de los hemogramas y mielogramas de gatos
enfermos positivos al ViLeF.

MATERIAL Y METODOS

Animales: Se utilizaron 10 gatos positivos al virus
leucemia, diagnosticado por la prueba de ELISA
(Synbiotics) y con signos de enfermedades cronicas. Ade-
mas se utilizaron como control cuatro gatos sanos y ne-
gativos a la prueba de ELISA.

Hemograma: A todos los animales se les extrajo sangre
de la vena yugular (1 ml) y se realizaron extendidos para
posteriormente tefiirlos con Giemsa y con las tinciones
citoquimicas.

Mielograma: A todos los animales se les extrajo médula
6sea (menos de 0,5 ml) a partir de una aspiracion realiza-
da en la fosa trocantérica del fémur y se realizaron exten-
didos para posteriormente tefiirlos con Giemsa y con las
tinciones citoquimicas.

Tinciones citoquimicas: A los extendidos de sangre y de
médula 6sea de los pacientes sanos y positivos al ViLeF
se les aplicaron las siguientes técnicas citoquimicas:
peroxidasa; cloroacetato naftol AS-D estearasa (estearasa
especifica) y acetato alfa-naftil estearasa (estearasa no
especifica). Para todas ellas se utilizaron reactivos comer-
ciales Sigma®.
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La prueba de la peroxidasa se basa en que la peroxidasa
oxida la bencidina en presencia de H,O,, formandose un
color café oscuro en el sitio de la actividad de la enzima.
Se utiliz6 sangre sin anticoagulante para mantener la ac-
tividad de la enzima, fijando los extendidos durante 30
segundos en una solucién de formoetanol a temperatura
ambiente; se lavaron con agua corriente por dos minutos
y se secaron en oscuridad por 10 minutos. Luego se pro-
cedid a la tincion con una solucién que contenia Buffer
Trizmal diluido, un indicador de peroxidasa y una solu-
cién de peroxido de hidrogeno al 3%, durante 30 minutos
en bafio termorregulado en oscuridad. Pasado este perio-
do se lavd con agua corriente por 15 segundos y se
contratifié con hematoxilina por 10 minutos. La reaccion
positiva se visualizé por la formacién de granulos café
oscuro en el citoplasma de los neutréfilos y sus precurso-
res. Los monocitos dieron una leve reaccion, mientras que
los linfocitos y basdéfilos fueron negativos.

Para las reacciones de cloroacetato naftol AS-D
(estearasa especifica) y acetato alfa-naftil estearasas
(estearasa no especifica) se fijaron las muestras en una
solucidn de citrato, acetona y formaldehido al 37% du-
rante 30 segundos a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavaron éstas con agua desionizada durante 45 a 60
segundos y sin secar se sometieron a las distintas tinciones.
Para la tincion de cloroacetato naftol AS-D estearasa se
utilizé 0,2 ml de nitrito de sodio, 0,2 ml de rojo rapido
LB, 1 ml de Trizmal concentrado y 0,2 ml de cloroacetato
naftol AS-D en un vaso Coplin durante 15 minutos a 37°
C, protegido de la luz. Luego se lav6 con agua desionizada
por dos minutos y se contratifié con hematoxilina. Para la
tincion de acetato alfa-naftil estearasa se utiliz6 0,2 ml de
nitrito de sodio, 0,2 ml de azul rapido BB, 1 ml de Trizmal
concentrado y 0,2 ml de acetato alfanaftil, en un vaso
Coplin durante 30 minutos en estufa a 37° C protegido de
laluz. Luego se lavaron las muestras con agua desionizada
por dos minutos y se contratifieron con hematoxilina.

La actividad de la cloroacetato naftol AS-D estearasa
se considera especifica para la linea celular de los
granulocitos, mostrando en el sitio de actividad una granu-
lacion rojo brillante. No muestran actividad positiva los
monocitos ni linfocitos. La acetato alfa-naftil estearasa
es una enzima que se detecta en los monocitos y
macrofagos, mediante una granulacion negra; esta activi-
dad esta ausente en los granulocitos y ocasionalmente dan
como positivos los linfocitos.

En los extendidos de sangre se contaron un minimo de
100 células, en cambio en los de médula 6sea se contaron
200 células. Los resultados se expresaron en porcentajes.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 10 gatos estudiados, siete presentaron desor-
denes linfoproliferativos (linfoma) y tres desérdenes
mieloproliferativos (dos mielosis eritrémica y uno
leucemia eosinofilica).
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De los gatos con linfoma dos presentaron una anemia
severa (VGA < 10%), en cuatro la cuenta de leucocitos
estaba normal y s6lo uno presenté leucocitosis. De estos
casos tres presentaron células en bizarra, vacuoladas,
basofilicas y con maduracién asincrénica (cuadro 1). En
los mielogramas tres gatos presentaron células linfoides
en un alto porcentaje y en dos gatos no se obtuvo muestra
adecuada de médula 6sea (cuadro 2).

Las tinciones citoquimicas resultaron negativas en la
mayoria de los casos, sélo la peroxidasa tifi6 en un alto
porcentaje a las células granulociticas neutrofilas de los
gatos que presentaron desviacion a la izquierda.

Dos gatos presentaron mielosis eritrémica o sindrome
mielodisplasico, con anemia severa, neutropenia con
granulocitos inmaduros y con una relacién mieloide
eritroide disminuida (cuadros 1y 2). Las tinciones cito-
quimicas resultaron negativas (sin tincién).

Un gato presentd leucemia eosinofilica, con anemia
moderada y eosinofilia leve, pero con un aumento de
eosindfilos en médula ésea y la relacion M:E 2,6:1 (cua-
dros 1y 2). Con la tincién de cloroacetato naftol AS-D se
observaron células tefiidas tanto en sangre como médula
osea.

Dentro de las neoplasias hemopoyéticas de gatos po-
sitivos al virus leucemia son de mayor frecuencia los des-
ordenes linfoproliferativos que los mieloproliferativos
(Hardy 1982, Ban y col 1995, Lappin, 1997).

Los linfomas se presentaron en gatos jovenes con un
promedio de edad de 3,5 afios y no presentaron al hemo-
grama caracteristicas diagnosticas; se encontraron desde
leucopenias a leucocitosis, como también linfopenias
como linfocitosis y anemias en el 75% de los casos. S6lo
tres de estos gatos presentaron células alteradas (bizarra,
mitosis) en sangre. Estos resultados son comparables a
los descritos por Jain (1993) que estima que sélo el 10%
de los linfomas se acompafian de un cuadro leucémico
propiamente tal y que los cambios hematoldgicos asocia-
dos a los linfomas son variables.

La médula dsea en los casos de linfoma se encuentra
infiltrada en forma masiva con linfocitos neopléasicos, los
cuales se caracterizan por presentar diferentes tamafios y
estados de maduracién, encontrandose en el gato N° 10
un 90% de linfocitos. También se observa en ella una dis-
minucién de la eritropoyesis y una anormalidad en la
granulopoyesis, lo cual es debido a la infeccion del ViLeF
mas que a la infiltracion por linfocitos (Jain 1993).

Cuadro 1. Hemogramas de los 10 gatos con neoplasias hemopoyéticas positivos al virus leucemia.
Haemograms of 10 cats positive to feline leukaemia virus and with haemopoyetic neoplasm.

Gato N° Valores 3 4 6 7 8 9 10 1 2 5
Ref.

Diagndstico L L L L L L L LE ME ME
Eritrocitos ul 5,0-10 1,6 2,8 2,9 2,36 2,8 0,6
VGA % 24-45 20 29 5 26 13 12 8 16 15 6
Hb g/dl 8,0-15 5,8 9 1,8 10 5 4 2 5 2,1
CHCM 30-36 29 31 36 38 35 33 31 35
VCM fl 39-55 31,2 46,4 413 67,8 53,5 100
Eri. Nuclea. % 0 1 2 0 5 0 1 0 1 1000
Reticulocitos ul 13120 45280 33040 1E+05
Reticulocitos % 0,2-1,6 0,8 1,6 1,4
Leucocitos 5500-

19500 14600 4900 8873 550 21400 3950 10250 4750 5900 8418

Mielocitos ul

Metamielocitos ul

Baciliforme ul 0-300 146 532
% 1 6
Neutrofilos ul 2500-
12500 11534 1372 6386
% 79 72
Linfocitos ul 1700-7000 2774 3479 1685
% 19 0 19
Monocitos ul 0-850 0 49 266
% 0 1 3
Eosinofilos ul 0-1500 146 0 0
% 1

No clasif.

2826 39 410

13,2 1 4
1284 79 512 47 0
6 2 5 1 0
44 1712 592 717 428 522
8 15 7 9 6
198 6741 2607 2050 1947 4071 5262
31,5 66 20 41 69 62
143 8346 198 3997 760 1652 2630
39 5 39 16 28 31
154 321 79 410 0 0 0
15 2 4 0 0 0
22 428 0 102 1568 177 0
2 1 33 3 0
642 355 2050 0
3 9 20 0

L: linfoma; LE: leucemia eosinofilica; ME: mielosis eritrémica
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Cuadro 2. Mielogramas de 10 gatos con neoplasias hemopoyéticas positivos al virus leucemia.
Myelograms of 10 cats positive to feline leukaemia virus and with haemopoyetic neoplasm.

Valores 3 4 6 7 8 10 1 2 5
Referencia
Diagnostico L L L L L L LE ME ME
Mieloblasto % 0,0 1,1 0 0 - 15 0 15 3,2 0,5
Progranulocito % 1,7 1,1 0 0 - 3,2 0 4,0 0,9 2,1
Mielocitos % 4,3 5.2 4,9 0 - 4,5 0 33,9 1,9 0
Metamielocitos % 10,0 4.0 13,2 2,8 - 1,0 1,0 15 2,4 0
Baciliformes % 14,4 22,2 12,6 5,6 - 4,7 2,8 12 3,9 0
Segmentados % 12,8 26,9 23,1 30,1 - 7,1 6,2 9,6 3,7 0,5
Total Células
mieloides % 45,8 61 49 38,6 X 22 10 63 16 3,2
Rubriblasto % 0,1 0,5 0,7 0 - 0 0 0 0,5 0
Prorubricito % 1,0 0,5 0,8 1,8 - 0 0 0 3,0 3,7
R. basofilico % 4,0 11,5 7.4 1,8 - 5,8 0 6,3 4.2 3,2
R. policromatico % 17,5 5,7 15,6 2,8 - 3,1 0 2,4 26,8 18,8
R. normocromatico % 55 18,5 15,3 17,8 - 11,1 0 151 16,3 16,1
Total Células
eritroides % 28,7 37 40 24,5 X 20 0 24 51 42
Relacion M:E 1,6 1,6 1,2 15 - 1,1 0 2,6 0,3 0,0
Otras células
(linfocitos) % 25,4 1,7 11 36,7 X 58 90 13 33* 54,8*
X contaminada con sangre, pocas células.

*

90-97% de células destruidas.
L: linfoma; LE: leucemia eosinofilica; ME: mielosis eritrémica.

Las tinciones utilizadas no tifien linfocitos, por lo
tanto en el gato N° 10 éstas fueron negativas, sin células
tefiidas; en los otros gatos se observaron diferentes
porcentajes de tinciones con la peroxidasa y la
cloroacetato naftol As-D, las cuales tifieron sobre un 50%
de las células totales en los gatos con desviacion a la iz-
quierda, lo que indica que pertenecian a la linea de los
granulocitos neutrofilos.

Lo adecuado al realizar el diagnostico de los linfomas
es utilizar el sistema de estadificacion TNM (Tumor,
Nodulo, Metastasis) desarrollado por la Organizacion
Mundial de la Salud, encontrandose segun ella tres gatos
(N°s 6, 8, 10) en el Grado V (compromiso de médula dsea),
dos ( N° 3, 4) en el Grado IV (afeccion generalizada de
ganglios mas hepatoesplenomegalia) y dos (N° 7 y 9)
que también se clasificaron en el grado 1V, porque no se
pudo obtener una muestra adecuada de médula 6sea para
su completa clasificacion.

Se denominan desordenes mieloproliferativos cuan-
do se presenta una proliferacion anormal de una o varias
lineas celulares originarias de médula dsea, debido pro-
bablemente al origen comin que éstas tienen (Stem cell
pluripotencial); asi puede existir una proliferacion anor-
mal de los precursores eritroides, mieloides o granulo-
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citicos, monociticos y trombociticos (Shelton y Linen-
berger 1995).

Los desordenes mieloproliferativos ocurren principal-
mente en gatos positivos a ViLeF con un promedio de
tres a cuatro afios de edad, de ambos sexos (Jain 1993,
Shelton y Linenberger 1995, Mufioz y col 2000). En este
estudio el promedio de edad de los gatos fue de cuatro
afios y todos eran machos.

Los dos gatos (N° 2 y 5) que presentaron desordenes
mieloproliferativos, al hemograma tenian anemia severa
(VGA < 10%) con un gran nimero de eritrocitos nucleados
(2.100/100L) con cuerpos de Howell-Jolly, células redon-
das, con nucleos que ocupaban la mayor parte del cito-
plasma, cromatina densa, citoplasma basofilo, macro-
plaquetas y no habia reticulocitos.

En el andlisis de los mielogramas se observo bastante
disminuida la relacion mieloide:eritroide, siendo lo nor-
mal 1,6:1y en estos casos fue de 0,3:1y 0,08:1.

Se ha reportado que las mielosis eritrémicas o sin-
dromes mielodisplasico progresan a eritroleucemia y de
ahi a leucemias granulociticas agudas en lapsos de sema-
nas (Comazziy col 2000).

Los sindromes mielodisplasicos se caracterizan por
presentar bicitopenias o pancitopenias periféricas deriva-
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das de cambios displésicos en los eritrocitos, células
mieloides y megacariocitos de médula ésea. Esta ultima
puede ser normocelular o hipercelular (Shimoda y col
2000, Hisasue y col 2001). Los sindromes mielodis-
plasicos progresan a una leucemia mieloide aguda, por lo
tanto se les considera como estados preleucémicos
(Harvey y col 1978, Evans y Gorman 1987). Se describe
este sindrome en gatos jovenes o de edad media infecta-
dos con el virus leucemia felina (Jarret y col 1971, Jain
1993, Hisasue y col 2001).

Al analizar el mielograma del gato N° 2 se observé
que la serie eritroide era mayor al 50% del total de célu-
las nucleadas (51%) y los mieloblastos corresponden al
20% de las células mieloides, lo que corresponde a una
anemia refractaria con exceso de blastos, dentro de la
subclasificacion del sindrome mielodisplasico de huma-
nos (Hisasue y col 2001).

Las tinciones citoquimicas resultaron negativas en
estos casos, lo que es debido a que las tinciones utilizadas
no son marcadores de eritrocitos, por otra parte se descri-
be que la tincion PAS es de utilidad en el ser humano. El
que no hayan reaccionado a las tinciones los mieloblastos
del gato N° 2, se explicaria porque en estos sindromes los
cambios displasicos que suceden en la célula los altera-
ria, dando negativo (Comazzi y col 2000).

El gato N° 1 present6 una leucemia eosinofilica, ba-
séndose en la anemia, en una leucopenia con un 33% de
eosinofilos, en la gran cantidad de eosindfilos en médula
6sea, ya que ellos correspondian a un 34% de las células
mieloides de médula, siendo lo normal un 2,1%y la rela-
cion mieloide:eritroide fue de 2,6:1.

La literatura menciona que es mas frecuente el sin-
drome hipereosinofilico negativo al ViLeF que la leucemia
eosinofilica en gatos positivos al ViLeF, aunque en un
estudio se inocularon gatos con una cepa del virus
leucemia (Lewis y col 1985) y presentaron leucemia
eosinofilicas.

Las tinciones citoquimicas dan negativo en los
eosinofilos normales, pero se describe que dan positivo
los eosinofilos de pacientes leucémicos a la cloroacetato
naftol AS-D (Facklam y Kociba 1996), reaccionando en
este estudio un 70% en sangre y 55% en médula 6sea.

Para realizar los diagnosticos de neoplasias
hemopoyéticas es imprescindible tomar muestras de san-
gre y médula ésea conjuntamente, ya que se describe que
estas patologias son dindmicas en el tiempo; ademas, para
lograr una clasificacion adecuada de las neoplasias
hemopoyéticas es necesario utilizar una mayor bateria de
técnicas citoquimicas.

RESUMEN

En Chile se diagnostico la presencia del antigeno del virus
leucemia felina en el suero de gatos naturalmente infectados en
1989 mediante la prueba de ELISA.

Este virus produce enfermedades neoplasicas como no
neoplasicas. Dentro de las neoplasias hemopoyéticas, las
linfoproliferativas son mas frecuentes que las mieloproliferativas.
Para realizar un diagndstico certero de la linea celular alterada
se deben realizar hemogramas y mielogramas con tinciones de
rutina (Giemsa) y tinciones especificas. Estas Ultimas se basan
en reacciones citoquimicas que permiten identificar los diferentes
blastos.

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento y
diagnostico de las neoplasias hemopoyéticas en gatos positivos
a este virus.

Para ello se utilizaron 10 gatos positivos al virus leucemia 'y
ademas con signologia clinica a los cuales se les extrajo una
muestra de sangre y de médula 6sea para realizar dichas
tinciones. Las tinciones citoquimicas utilizadas fueron la
peroxidasa, cloroacetato naftol AS-D estearasa y acetato alfa-
naftil estearasa. Ademas, se utilizaron como controles cuatro
gatos clinicamente sanos y negativos al virus leucemia.

Al analizar los hemogramas y mielogramas con tinciones
corrientes y tinciones citoquimicas se encontré que 7/10 se
clasificaron como linfoma, donde tres de ellos ademas
presentaron alteracion de la linea granulocitica neutrofilica; 2/
10 presentaron mielosis eritrémicay 1/10 leucemia eosinofilica.

Resultaron una mayor cantidad de células positivas (teflidas)
con peroxidasa y cloroacetato naftol AS-D estearasa en sangre
en los gatos enfermos que en los controles, lo que indica que
existe un mayor nimero de células inmaduras circulando. Los
resultados de las tinciones citoquimicas en médula 6sea fueron
semejantes entre los gatos sanos y enfermos.

Algunos puntos que ayudan al diagnaéstico de las neoplasias
hemopoyéticas son la severidad de la anemia, la aparicion de
células inmaduras en sangre y la mayor cantidad de células
positivas a las diferentes tinciones citoquimicas.
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