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RESUMO

Os presentes relatos referem-se a dois casos de leucemia linfocitica crénica em cées
diagnosticados no Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. O primeiro trata-se de um macho, da raga Beagle, de seis anos de idade, com histérico de
linfadenopatia generalizada persistente por quatro meses. O segundo caso se refere a uma fémea,
da raca Buldogue Francés, de 13 anos de idade, com histérico de emagrecimento progressivo,
linfonodos cervicais e mandibulares aumentados, apresentando ainda apetite reduzido. A suspeita
de leucemia linfocitica crénica foi baseada na observacdo de linfocitose persistente em
leucogramas seriados. Sendo posteriormente diagnosticadas por meio da citometria de fluxo e por
citologia aspirativa da medula dssea, respectivamente. Dessa maneira, consegue-se observar dois
métodos de diagnostico diferentes para cada um dos casos. O tratamento de ambos os casos foi

realizado com quimioterapicos.

Palavras chave: citologia, citometria de fluxo, medula 6ssea.



ABSTRACT

The present reports refer to two cases of chronic lymphocytic leukemia in dogs diagnosed at the
veterinary clinics hospital of the Federal University of Rio Grande do Sul. The first is a six year-
old male Beagle, with a history of generalized lymphadenopathy persisting for four months. The
second case refers to a female French Bulldog thirteen years with a history of progressive weight
loss, increased submandibular and cervical lymph nodes, and reduced appetite. The suspicion of
chronic lymphocytic leukemia was based on the observation of persistent lymphocytosis in serial
white blood cells. They were subsequently diagnosed by means flow cytometry and bone marrow
aspiration cytology respectively. In this way, it is possible to observe two different diagnostic

methods for each case. The treatment of both cases was carried out with chemotherapy.

Keywords: cytology, flow cytometry, bone marrow.
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1 INTRODUCAO

Em animais domésticos, a leucemia linfocitica cronica (LLC) é considerada incomum,
sendo descrita em animais de meia idade a idosos (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). A doenga
caracteriza-se por uma linfocitose acentuada a qual envolve linfécitos pequenos e medios de
morfologia normal, e que pode ser observada através do acumulo de linfécitos maduros na
medula dssea e na corrente sanguinea (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

O LLC cursa com um periodo longo e indolente devido a baixa taxa de renovacao celular
(WORKAM; VERNAU, 2003). A contagem de linfécitos no sangue periférico pode variar de
10.000 células/uL a mais de 100.000 células/uL (ALENCAR et al., 2008; BICHARD, 2008). Por
vezes, 0 tratamento sintomatico ou quimioterapia leve sdo instituidos e muitos dos animais
acometidos apresentam boa gualidade de vida (HELFAND; MODIANO, 2000).

Atualmente, o diagnostico da LLC pode ser realizado atraves da citometria de fluxo, a fim
de determinar a origem das células utilizando-se da técnica de imunofenotipagem, a qual envolve
a utilizacdo de anticorpos monoclonais direcionados contra as moléculas que se encontram
presentes na superficie celular. Esta técnica é rotineiramente utilizada na medicina humana para
diagnostico de leucemias e atualmente vem sendo empregada na medicina veterinaria (SUTER,
2007). Avaliacdo da medula 6ssea, bem como outras técnicas de imunofenotipagem ja séo
utilizadas na medicina veterinaria h4 mais tempo tais como a imunocitoquimica e a imuno-
histoquimica que utilizam anticorpos com reatividade cruzada para identificacdo de “stem cells”
CD 34, linfécitos CD45, plasmocitos CD79a e mondcitos (mieloperoxidase, lisozima) (SUEIRO
et al. 2005).

Devido a baixa frequéncia diagnostica de LLC e a escassa literatura referente a esta
doenca, o objetivo deste trabalho foi relatar dois casos de LLC diagnosticados através de método

tradicional como mielograma e outro através da técnica de citometria de fluxo.
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2. DESCRICAO DE CASOS
2.1 RELATO DE CASO 1

Foi atendido no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS um canino, macho, da raca
Beagle, de seis anos de idade, com historico de linfadenopatia generalizada persistente por quatro
meses. Durante o exame clinico ndo se observou outras alteragfes. Os exames de ultrassonografia
abdominal total evidenciou aumento das dimensdes do bago. Nos exames seriados pode-se
observar uma leucocitose devido a intensa linfocitose e os demais parametros hematologicos

encontram-se dentro dos valores para espécie (Tabela 1).

Tabela 1- Evolucdo de parametros hematoldgicos.

Parametros Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 51 60 83 90 184* 252*
(5_5E;i.g?<01i8%7uL) 619 599 6.73 6.02 5.72 5.58 5.36
'E'fszg'g/%'l’_‘;‘ 14.8 14.4 16.2 14.4 14.0 13.8 13.0
- N R N
(60\57';’:‘“_) 66,2 66,8 66,9 71,4 68,2 69,9 70,8
oo 36,0 36,0 36,0 335 359 35,4 34,2
(60250g1) reoo®oor®m 0w
(zooislggu;;%% ) 470 470 475 520 480 400 519
'—(eeui‘;c)'(tloéjﬁtf)'s 34,5 47,9 46,2 47,1 53,9 33,0 29,0
(1_'22“)‘;’;8‘33;'_) 276 383 39,3 29,2 44,7 135 14,8
Neutrofilos 6.9 8.6 6,0 15,5 8,6 18,1 13,3

(3-11,5 x10%/uL)

*Pos-quimioterapia.

Para fins de diagndstico, realizou-se citologia do linfonodo popliteo por pungdo com
agulha fina. Nesse exame, verificaram-se linfocitos pequenos (50%) linfocitos médios (40%)
linfcitos grandes (6%) e plasmacitos (2%) além de macréfagos (1%) contendo debris celulares e
neutrofilos (1%). Linfocitos com citoplasma moderadamente basofilico em maior quantidade e
nucleos paracentrais. A maioria das células exibia formato “espelho de mé&o” sugestivo de

linfoma. Foram observadas raras figuras de mitose. Para complementacdo realizou-se exame
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histopatoldgico do linfonodo popliteo esquerdo sendo compativel com hiperplasia linfoide difusa
acentuada com obliteracdo de alguns foliculos e foliculos preservados. Leve infiltrado de

eosinofilos e células Mott foram observados, com seios periféricos preservados.

Cinquenta e sete dias ap0s, optou-se por novo exame histopatolégico do linfonodo
popliteo direito e, desta vez, o diagndstico ficou entre hiperplasia linfoide atipica, sugestivo de
hiperplasia linfoide paracortical ou linfoma indolente de zona T. Como tentativa de esclarecer
melhor o exame de bidpsia, foi realizada a técnica de imuno-histoquimica no qual o tecido
linfoide apresentava foliculos hiperplasicos com centros germinativos expandidos com
positividade para CD3 e CD79a/PAX5 com intensa hiperplasia paracortical, raros plasmaocitos
MUML1 positivos em sinusoides, marcador de proliferacdo/Ki67 positivo em porcdo de centro

folicular e regido paracortical favorecendo o diagndéstico de hiperplasia linfoide paracortical.

Diante dos resultados, prosseguiu-se para a eliminagdo de causas infecciosas que
cursassem com linfadenomegalia e leucocitose, foram realizados testes soroldgicos para
leishmaniose, leptospirose, toxoplasmose, neosporose, brucelose, dirofilariose, anaplasmose,
erliquiose, todos com resultado negativo, exceto a toxoplasmose a qual apresentou uma titulacéo
de 1gG reativo em 1:320 e IgM reativo em 1:160. Testes moleculares para babesiose, rangeliose

foram realizados e apresentaram resultados negativos.

Mesmo na auséncia de sinais clinicos compativel com o quadro de toxoplasmose e pelo
historico de possivel contato com fezes de gato, optou-se pela realizacdo do tratamento com
clindamicina, ndo sendo observada nenhuma melhora clinica. Os exames laboratoriais

continuavam a apresentar linfocitose persistente.

Para fins de conclusdo do caso, a imunofenotipagem por citometria de fluxo no sangue
periférico foi sugerida como uma nova ferramenta diagndstica menos invasiva. Nesse exame, a
analise obteve porcentagem total de células CD45 (94,26% todas células hematopoiéticas, exceto
células eritroides), CD3 (92,56% células T), CD21 (1,2% células B maduras), CD3/CD4 (1,46%
células T/células T auxiliar), CD3/CD8- (57,6% células T/células T citotdxica), CD34 (2,8%
células hematopoiéticas imaturas). Tais resultados foram compativeis com leucemia linfocitica
crénica por linfdcitos T citotdxicos. O céo iniciou tratamento quimioterapico com clorambucil e

prednisona, a avaliagdo hematologica dos dias 184 e 252 demonstram que 0 paciente vem
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apresentando diminuicéo da leucocitose (Tabela 1) em decorréncia do tratamento administrado e

ndo apresenta nenhum efeito colateral da quimioterapia.
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2.2 RELATO DE CASO 2

Foi atendido no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS um canino, fémea, da raga
Buldogue Francés, de 13 anos de idade, com histdrico de emagrecimento progressivo, linfonodos
cervicais e mandibulares aumentados e apetite reduzido. Durante a consulta, pode-se avaliar que
0 paciente ndo apresentava outras alteracGes ao exame de ultrassonografia abdominal total
evidenciou aumento das dimensfes do bago com aspecto rendilhado, grande fluxo sanguineo ao
estudo doppler, linfonodos mesentéricos craniais evidentes, com aspecto homogéneo e limites
definidos. Nos exames laboratoriais seriados, foram visualizados alteracbes nos parametros
hematoldgicos, a paciente apresentava anemia e leucocitose intensa por linfocitose, como pode se

observar na tabela 2.

Tabela 2- Evolucgéo dos parametros hematologicos.

Parametros Dial Dia 49 Dia 73* Dia 80* Dia 90*
Eritrocitos 4,55 4,85 4,74 4,59 4,75
(5.5-8.5 x10°/L)

Hemoglobina 115 11,3 11,1 10,6 111
(12-18 g/ dL)

Hematdcrito 33 32 33 31 31
(37-55%)

VCM 72,5 66,0 69,6 67,5 65,3
(60 a 77f/L)

CHCM 34,8 35,0 33,6 34,2 35,8
32 a36%

PPT 76 70 74 72 72
(60a80g/L)

Plaguetas 351 380 526 500 520
(200-500 x10*/pL)

Leucécitos totais 88,4 134,5 102,8 112,4 88,0
(6-17 x10°*/uL)

Linfocitos 54,8 106,2 92,5 92,2 78,3
(1-4,8 x10%/pL)

Neutréfilos 30,9 26,9 8,22 13,4 7,04

(3-11,5 x10%/uL)
*Pos-quimioterapia.

Para fins de diagnostico, realizou-se puncdo aspirativa por agulha (PAAF) fina do
linfonodo mandibular direito e cervical superficial direito, para realizacdo de exame citologico. A
amostra estava com adequada celularidade, composta por populagdo de linfocitos pequenos a
intermediarios dispostos de maneira individualizada. As células eram redondas com citoplasma
escasso e bem delimitado, ndcleo variando de clivado a arredondado com cromatina homogénea.

Frequentemente os pequenos linfécitos exibiram projecGes citoplasmaticas unilaterais (“espelho
15



de m&o”). Observaram-se ocasionais macrdfagos, além de neutrofilos e plasmdcitos. Sugestivo de

linfoma de pequenas células.

Com base nos resultados dos exames laboratoriais do dia 49, realizou-se aspirado de
medula dssea, do Umero esquerdo, para analise citologica. Foram analisadas duas laminas para
contagem de células nucleadas. Amostra com boa quantidade de espiculas e elevada celularidade
para a idade (Figura 1). Estoque de ferro reduzido. Nimero adequado de megacaridcitos, com
maturacdo ordenada. Linhagem eritroide reduzida com discreta diseritropoiese. Maturacao
ordenada embora tenha pequena porcentagem da linhagem eritroide madura (4,20%) e imatura
(2,29%). Linhagem mieloide com discreta disgranulopoiese, células maduras (18,54%), células
imaturas (1,53%), porém com maturacdo ordenada. Aumento da quantidade de plasmdcitos
(2,48%) com morfologia reativa. Grande quantidade de linfécitos (68,45%), na maioria pequenos
com discreta anisocitose nuclear. Observou-se ainda discreta quantidade de linfocitos médios e
grandes. Visualizou-se também raras figuras de mitoses atipicas. A interpretacdo foi de
hipoplasia eritroide acentuada, hiperplasia linfocitica acentuada, a intensa presenca de linfocitos
associada a linfocitose periférica, pode sugerir LLC, apds diagnostico iniciou-se tratamento

quimioterapico.
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Figura 1: Micrografia da medula Ossea com acentuada hipoplasia eritroide e acentuada

hiperplasia linfocitica. Aumento de 40x. Fonte: Arquivo pessoal.

Os exames laboratoriais ndo demonstram melhora da paciente (Tabela 2), mesmo ap6s
trés sessdes de quimioterapia, a leucocitose mostrou-se persistente. Algumas complicacdes do
caso levaram os tutores a optarem pela eutandsia do paciente, porém a necropsia ndo foi

autorizada.
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3 DISCUSSAO

A maior incidéncia da LLC ocorre em cdes de meia idade a idosos (5 a 11 anos), assim
como verificado em ambos os relatos (JACOBS et al. 2002). Achados clinicos como letargia,
anorexia e hepatoesplenomegalia também puderam ser visualizados. No caso 1, sugere-se que a
infiltracdo da medula néo tenha sido tdo acentuada, uma vez que no hemograma ainda nao foram
visualizadas alteragBes na linhagem eritroide, mieloide e plaquetaria nos exames realizados
durante o diagndstico e o tratamento. J& no caso 2, pode-se observar anemia, o qual sugere maior
infiltracdo de células linfoides na medula acompanhado de diminuicdo de células da linhagem
eritroide, constatado no mielograma. A presenca de citopenias pode ser observada devido a
extensa mielofitiase e torna-se aparente quando aproximadamente metade da medula Ossea é
substituida pelo tecido linfoide (JACOBS et al., 2002).

A LLC é uma proliferacdo clonal neoplésica de linfocitos pequenos de aparéncia
madura que proliferam na medula déssea ou acumulam-se na circulagdo manifestando-se com
persistente e acentuada linfocitose periférica. Ja o linfoma tende a ser mais localizado, cujas
células neoplésicas surgem de células linfoides precursoras na medula éssea, podendo ou néo
progredir para o desenvolvimento de alteragcdes no sangue (RASKIN; MEYER, 2016). Devido a
presenca de linfadenopatia generalizada optou-se pela realizacdo do exame citolégico dos
linfonodos, em ambos os casos foram sugestivos de linfoma. Diferentemente da realidade do
nosso pais. Na préatica veterinaria realizada no USA, 28% dos casos de diagnoéstico de linfoma
baseiam-se em exames histopatolégicos e a grande maioria, em torno de 88% baseiam-se em
introduzir quimioterapia com base em exame citolégico e ancorado por suporte de
imunocitoquimica e/ou citometria de fluxo (SAPIERZYNSKI et al., 2016).

O linfoma difuso pode produzir uma populacdo de células heterogéneas de tamanho e
morfologia variavel o que torna um desafio para a interpretacdo na citologia (BURKHARD;
BIENZLE, 2013). Dessa maneira quando a citologia dos linfonodos apresentarem populac6es
heterogéneas como observado no caso 1, a hiperplasia linfoide reativa também deve ser levada
em consideragdo como diagndstico diferencial. A hiperplasia linfoide reativa é diferente de
linfoma pela heterogeneidade da populacédo. Citologicamente observa-se um acréscimo de 15%

na populacgéo total de linfocitos médios e grandes, mas no entanto o predominio é de pequenos
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linfocitos. H&4 também plasmdcitos e células inflamatérias como neutréfilos, macrofagos e
eosindfilos. Na histologia do linfonodo hiperplasico, observa-se desenvolvimento do centro
germinativo e o paracOrtex responde com expansao e aglomeracdo do cortex (RASKIN; MEYER
2016). Uma boa avaliacdo de mdaltiplas laminas com critérios bem definidos pode ser util para a

diferenciacéo entre os dois diagnosticos.

No caso 2, a citologia sugeriu linfoma de pequenas células que é um tipo indolente que
envolve linfonodos e, tradicionalmente, para identificad-lo utilizam-se critérios morfoldgicos
(MARTINI et al. 2013). O padrdo dessa alteracdo é baseada em uma populacdo prevalente de
linfocitos pequenos com citoplasma claro e frequentemente observa-se a presenca de células em
formato de “espelho de mao”, embora seja sugestivo, ndo pode ser conclusivo, e por esse motivo

0 exame histopatoldgico sempre deve ser solicitado.

A histopatologia realizada no caso 1 também sugeriu linfoma indolente de zona T. Na
imuno-histoquimica, o tecido linfoide apresentava foliculos hiperplasicos com centros
germinativos expandidos com positividade para CD3 (marcador de linfocitos T) e CD79a/PAX5
(marcador de linfocitos B), com intensa hiperplasia paracortical, raros plasmécitos MUM1
positivos em sinusoides, marcador de proliferacdo Ki67 positivo. Na histologia, o linfoma de
zona T apresenta células expandindo o paracértex e centro medular sem alterar a arquitetura
nodal, a populacdo é composta por pequenos linfocitos com nicleos endentados, nucléolos ndo
aparentes e citoplasma moderado, ainda linfomas de células T apresentam atividade proliferativa
medida pelo indice mitdtico Ki67 (SAPIERZYNSKI et.al 2016). Para este mesmo autor a
imunocitoquimica deve ser realizada com anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a pois estes

marcadores podem influenciar no protocolo de tratamento e no prognostico da doenca.

Devido aos achados na citologia do linfonodo no caso 1, o primeiro passo é descartar a
ocorréncia de doencas infecciosas, e para isso, realizaram-se diversos exames diferencias onde
houve reatividade apenas para toxoplasmose com uma titulacdo de 1gG de 1:320 e IgM de 1:160.
Uma titulacdo de IgG 1:64 e IgM 1:64 j& pode ser considerada uma titulacdo com significado
diagnostico (GREENE, 2006). Para este autor, a toxoplasmose pode ocasionar necrose em
cérebro, pulmao, figado, linfonodos mesentéricos, baco, rins, areas de necrose e atrofia cerebelar,

bem como pode envolver a musculatura esquelética ocasionando reducdo da massa e palidez
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muscular. No entanto o caso 1 ndo apresentava nenhum desses sinais clinicos, mas pelo fato de
apresentar titulacdo reagente e ter histérico de contato com fezes de gato optou-se pelo
tratamento, o que ndo influenciou no diagndstico de LLC nem mesmo ocasionou alteracfes no

padrdo da linfocitose periférica.

Como outra forma de diagnostico da linfocitose usada no caso 1, realizou-se a
imunofenotipagem dos linfocitos no sangue periférico o qual foi compativel com leucemia
linfocitica cronica apresentando imunofenétipo CD3+/CD8+. Nas espécies canina e felina, a
leucemia é um disturbio relativamente raro, no entanto, a leucemia linfoide & mais comum que a
leucemia mieloide (CULMSEE; NOLTE, 2002). Os referidos autores, ainda consideram que para
0 diagndstico a citometria de fluxo na ultima década € um componente essencial para
laboratérios, pois se trata de analise rapida de multiplas caracteristicas, onde se pode avaliar
propriedade e complexidade de cada célula, incluindo o conteddo de DNA/RNA e uma variedade
de proteinas intracelulares ligadas a membrana. Para isso, estabeleceu-se um painel de anticorpos
para diferenciacdo das diferentes subpopulacbes de linfdcitos incluindo anti-CD3, CD4, CD8,

CD5, CD21, CD79a utilizados para imunofenotipagem de leucemias linfoides em cées.

Ao contrario do caso 1, o diagndstico de LLC no caso 2 foi sugerido através da anélise
citoldgica da medula dssea. . A citologia da medula dssea demonstra que animais acometidos por
LLC apresentam uma contagem total de linfocitos pequenos maior de 30% das células nucleadas
(HELFAND; MODIANO, 2000). Os referidos autores ainda consideram que pacientes com LLC
podem revelar uma leve plaguetopenia e anemia normocitica normocrdmica, essas alteracfes

podem ser visualizadas no exame hematoldgico.

A LLC de linfécitos B parece ser de origem da medula 0ssea e consequentemente
infiltracbes de linfocitos sdo consistentemente presentes. J& em LLC de linfocitos T o
desenvolvimento da doenca é fora da medula, envolvendo principalmente outros 6rgdos como
baco e secundariamente pode envolver a medula, teste com anticorpos geralmente sao utilizados
para identificar o tipo de célula de envolvida (HARVEY, 2012).

Os casos 1 e 2 apresentaram LLC que é indolente em cées e que frequentemente podem

viver de 1 a 3 anos com uma boa qualidade de vida. Ocasionalmente sindromes paraneoplasicas
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incluindo a anemia hemolitica autoimune e aplasias puras de eritrécitos tendem a resultar em

curso clinico mais agressivo e um tempo de vida mais curto (WORKMAN; VERNAU, 2003).
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4 CONCLUSAO

O diagnostico de leucemia linfocitica crénica pode ser realizada com avaliacdo citoldgica
da medula dssea, técnica amplamente conhecida, e através de citometria de fluxo introduzida
recentemente na medicina veterinaria. A técnica de citometria de fluxo possibilita determinar a
origem das células através da utilizacdo de anticorpos monoclonais, ndo sendo possivel a

identificacdo destas somente com o auxilio da analise citologica.
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