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RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é uma doenca de origem neoplasica que causa a
proliferacdo desordenada dos linfocitos na medula dssea, e posteriormente, corrente sanguinea.
Os principais achados sao sinais clinicos inespecificos, que incluem acometimento neuroldgico,
além de formas jovens de linfdcitos (linfoblastos) na corrente sanguinea, estes, visualizados
mediante contagem diferencial de leucdcitos em microscopia Optica. Proveniente de um
prognostico claramente desfavoravel, o tratamento da LLA é mediado por quimioterapias e
suporte, apesar de ndo apresentar resultados imediatamente eficazes, visto a rapida progressao
da doenca. O presente relato contempla o caso de um filhote da raca Husky que foi
diagnosticado com Leucemia Linfoblastica Aguda aos 04 meses de idade. O caso teve rapida
progressdo e o animal veio a Obito precocemente. A procura ao Médico Veterinario, a
identificacdo de precursores linfoides no esfregaco sanguineo e a rapidez na liberacdo de laudos
de mielograma sdo as chaves para formulacdo de um diagndstico ndo tardio da doenca,
favorecendo assim, a determinacdo do tratamento e inicio rapido do mesmo. Além disso, faz-
se necessario maior aprofundamento sobre a doenca, bem como, desenvolvimento de maiores
estudos mediante ao assunto.

Palavras-chave: Medula 6ssea; linfoblastos; mielograma; esfregaco sanguineo.



ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia is a disease of neoplastic origin that causes the disordered
proliferation of lymphocytes in the bone marrow, and subsequently, in the bloodstream. The
main findings are non-specific clinical signs, which include neurological involvement, in
addition to young forms of lymphocytes (lymphoblasts) in the bloodstream, which are
visualized through differential leukocyte counts in optical microscopy. Arising from a clearly
unfavorable prognosis, the treatment of ALL is mediated by chemotherapy and support, despite
not presenting immediately effective results, given the rapid progression of the disease. This
report covers the case of a Husky puppy who was diagnosed with Acute Lymphoblastic
Leukemia at 4 months of age. The case progressed quickly and the animal died early. Searching
for a Veterinarian, identifying young forms of lymphocytes in the blood smear and quickly
releasing myelogram reports are the keys of arising to an early diagnosis of the disease, thus
favoring the rapid initiation of the treatment. Furthermore, it is necessary to go deeper into the
disease, as well as the development of further studies on the subject.

Keywords: Bone marrow; lymphoblasts; myelogram; blood smear.
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1 INTRODUCAO

As leucemias correspondem a proliferacdo desordenada de células neoplasicas na
medula, as quais detém alteracbes genéticas que fornecem caracteristicas de malignidade, tais
como basofilia/granulacdo citoplasmatica e figuras de mitose.

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), entretanto, apesar do avan¢o da Medicina
Veterinaria atual, permanece como um desafio de sobrevida aos animais acometidos.
Caracterizada por precursores linfoides na corrente sanguinea e medula 0ssea, esta doenca
representa um prognostico amplamente desfavoravel, e para muitos, assemelha-se a uma
sentenca de morte.

O presente caso relata os sinais clinicos um tanto inespecificos de um filhote de Husky
Siberiano que, apds dois hemogramas seriados e uma coleta de medula 6ssea para mielograma,
obteve a confirmacao de diagndstico através do exame PARR (Imunofenotipagem e clonalidade
de linfécitos). Assim como muitos, o cdo veio a 6Obito antes da liberagdo do resultado do
mielograma, antes mesmo da definicao clinica de seu tratamento.

Exalta-se a importancia do acompanhamento hematolégico dos animais, tal como da
realizacdo da contagem diferencial de leucdcitos em microscopia para analise de morfologia
celular e demais alteragdes microscépicas, essenciais para suspeita precoce desta e de outras

doencas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  MEDULA OSSEA

Relatada como maior 06rgdo hematopoiético do corpo (GRIDEM, TYLER e
COWELL, 2009), a medula 6ssea é responsavel pelo desenvolvimento da hematopoese logo
apos o nascimento. Com o crescimento do animal, a funcdo que inicialmente tinha a
participacdo de todos os 0ssos, passa a ser limitada a medula dssea dos 0ssos chatos e epifise
dos 0ssos longos, isto porque a demanda por eritrdcitos se reduz, com a chegada da maturidade
(FELDMAN, 2000). Segundo Ettinger e Feldman (2005), alguns desses 0ssos sdo: esterno,
crénio, ilio, costelas, fémur e umero.

Tendo em vista que o organismo apresente queda das concentracdes celulares
circulantes devido a alguma enfermidade, o sistema hematoldgico acelera o processo de
producdo dessas células, pois estando debilitado, esta resposta pode ocorrer mais lentamente ou

até mesmo deixar de acontecer (JAIN, 2003).

2.1.1 SISTEMA HEMATOPOIETICO

A hematopoese consiste, basicamente, no processo de proliferacdo, diferenciacéo,
maturacdo das células funcionais e manutencao do estoque de ferro (hemossiderina e ferritina)
para a sintese da hemoglobina nos precursores eritroides (SILVA, 2017). A hematopoese
engloba a producéo de eritrdcitos, denominada eritropoese, e também de leucdcitos e plaquetas,
processos denominados leucopoese e trombocitopoese, respectivamente (GARCIA-
NAVARRO, 2005).

A medida que as células sanguineas tornam-se mais diferenciadas e comprometidas
com certa linhagem celular, a sua capacidade de replicacdo vai se reduzindo, sendo finalmente
perdida quando se encontram maduras no sangue periférico (FRANCO et al. 2008).

A formacdo das células sanguineas da-se através de células precursoras, as células-
tronco pluripotenciais; estas ultimas ddo origem a todas as células heterogéneas funcionais do

sangue e do sistema imune (CANESIN, 2005), como visualizado na Figura 1.
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Figural - Hematopoese em animais domésticos
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Fonte: GARCIA-NAVARRO (2005).

Conforme Junqueira (2013), a leucopoiese é desenvolvida a partir da célula precursora
pluripotencial, da qual se diferenciam o0s progenitores granulociticos (mieloblastos) e
monociticos (monoblastos), denominados Unidade Formadora de Col6nia Granulocitica (UFC-
G). Ja a classe celular dos mieloblastos, por sua vez, origina um dos trés tipos de granulécitos:
neutrofilo, eosinofilo ou basofilo. Os monoblastos, entretanto, ddo origem aos mondcitos. Séo
estes, que ao penetrar nos tecidos do organismo, tornam-se macréfagos/histidcitos.

Ainda obtida a partir da mesma célula precursora, tém-se a linhagem linfoide, que se
diferencia em dois tipos celulares, quais sejam: O prolinfocito B origina o linfocito B maduro
na propria medula dssea, enquanto o precursor T desloca-se na corrente sanguinea até o timo,
onde torna-se o linfdocito T. Linfécitos maduros concentram-se nos tecidos linfoides do
organismo, tais como linfonodos, baco e MALT maduro (RUDIN e THOMPSON, 1998).

A leucopoiese, portanto, diferencia-se a partir da célula-tronco precursora e segue em
sua linha de maturacdo: mieloblasto, progranulécito (promieldcito), mieléeito, metamieldcito,
neutréfilo bastonete e neutrofilo segmentado (GRIDEM, TYLER e COWELL, 2009).

A eritropoiese, contudo, possui a diferenciacdo da célula-tronco em Unidade
Formadora Eritréide (BUF-E), através da IL-3 (Interleucina 3), na presenca de eritropoietina
(EPO), originando assim, os eritrécitos (LOPES, 2007).

A producdo e a maturagdo dos eritrocitos podem ser divididas em seis etapas

sucessivas, a partir da BUF-E: rubriblasto (proeritroblasto), prorubricito (eritroblasto), rubricito
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(normoblasto ortocromatico), metarrubricito (normoblasto metacromatico), reticuldcito
(eritrécito policromatico) e eritrocito maduro (GARCIA-NAVARRO, 2005).

Até a fase de metarrubricito, as células ficam na medula 6ssea e ja nas fases finais de
maturacdo, podem ser encontrados no sangue periférico na forma de reticulocito. Nos
mamiferos, destacando-se os caninos e felinos, a fase de proliferacdo celular, de célula
pluripotencial até metarrubricito, leva em torno de dois a trés dias, enquanto o restante, ou seja,
a fase de maturacdo, leva em torno de cinco dias (LOPES, 2007).

Todavia e de acordo com Thrall (2007), as denominadas plaquetas, todavia, sdo
fragmentos citoplasméaticos anucleados originados pelos megacaridcitos maduros, seus
precursores. Em ordem de maturacdo celular, estdo: célula tronco (pluripotente), célula
progenitora multipotente, Unidade Formadora de Col6nia Megacariocitica (UFC-M),

megacarioblasto e megacariocito maduro (STOCKHAM, 2011).

2.1.2 CELULARIDADE

A composicao celular basica da medula dssea pode ser dividida, segundo Cowell et al.
(2009), em série eritroide imatura (rubriblastos e pré-rubriblastos), série eritroide madura
(rubricitos e metarrubricitos), série mieloide imatura (mieloblastos e pro-mielécitos) e, por fim,
série mieloide madura (mieldcitos, metamieldcitos, bastonetes e segmentados).

A medula 6ssea de cdes e gatos geralmente tem <5% e <10% de linfocitos e
plasmdcitos, respectivamente, e estes estdo amplamente distribuidos pela medula dssea, assim
como pequena quantidade de eosindfilos.

Macrofagos, contudo, correspondem a <2% da celularidade medular (GRIDEM,
TYLER e COWELL, 2009). A série monocitica compreende uma pequena porcentagem do
total de células da medula. Ademais, vale ressaltar que monoblastos ndo podem ser
diferenciados de mieloblastos em microscopia Optica (HARVEY, 2012).

Osteoclastos e osteoblastos podem ser visualizados na medula, mesmo que em menor
guantidade, sendo mais comumente encontrados em animais jovens (Cowell et al., 2009). J& os
megacarioblastos sdo dificilmente identificados, sendo encontrados nas formas de
promegacariocitos e megacaridcitos (R1ZZI; CLINKENBEARD; MEINKOTH, 2010). Ainda
assim, ha células misceléneas: adipocitos, células endoteliais, fibroblastos, alguns mastocitos,
células blasticas ndo identificaveis e nucleos livres, verificados em aspirados de medula em
animais (GRIDEM, TYLER e COWELL, 2009). Constata-se ainda, a presenca de estoques de
ferro medulares, estas que, segundo Gridem et al, (2002) sdo um indicativo de ferro
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armazenado, que deve estar aumentado nos casos de inflamacdo cronica e na anemia
imunomediada, processos em que a fagocitose de eritrocitos esta aumentada. A quantidade de
estoques de ferro é menor em filhotes, e tende a aumentar com o envelhecimento do animal
(GRIDEM, TYLER e COWELL, 2009).

Para a obtencgdo e analise de células hematopoiéticas, faz-se necessaria a técnica de
aspiracdo intradssea (P1) de medula, como método de coleta. Segundo Raskin (1998), as
puncdes ocorrem na crista iliaca, no trocanter maior do fémur, na area trans-iliaca e na regiao
epifisaria proximal do imero. O material, contudo, deve ser colhido em condi¢des assépticas,
com o paciente sob anestesia geral e devem ser utilizadas seringas contendo anticoagulantes

para promover a sucgdo (RASKIN, 1998).

2.2  LEUCEMIAS

As leucemias sdo neoplasias malignas progressivas e cumulativas, com
comprometimento generalizado da medula éssea e geralmente do sangue periférico (ACOSTA
et al, 2011). Essas alteracbes correm por uma proliferacdo desordenada das células
hematopoiéticas, que, mediadas por autorreplicacdo clonal anormal, substituem as células
normais da medula, adquirindo caracteristicas de malignidade (VAIL, 2008).

A leucemia possui origem em uma Unica celula, porém o mecanismo molecular é
multifatorial e abrange diversos processos de controle da multiplicacdo e do crescimento celular
(FRANCO et al, 2008).

2.2.1 CLASSIFICACAO

A leucemia podem ser ocorrer em todas as linhagens de células hematopoiéticas, ou
seja, nos linfocitos, eritrocitos, mondcitos, granuldcitos, mastocitos e megacariocitos
(ETTINGER; FELDMAN, 1995).

A classificacdo das leucemias, entretanto, depende da célula de origem, maturidade
ou grau de diferenciacdo das células neoplésicas, evolugéo clinica e da quantidade de blastos
(ECCO, 2000), conforme Quadro 1.
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Quadro 1 - Classificacdo simplificada das Leucemias em cées e gatos
TIPO DE DISTURBIO CELULAS DE ORIGEM TIPOS DE LEUCEMIA
Distarbios Mieloproliferativos Granulécitos Leucemia granulocitica
Leucemia eosinofilica
Leucemia basofilica

Mondcitos Leucemia monocitica

Eritrocitos Mielose eritroide
Policitemia vera

Megacariécitos Leucemia megacaridcita
(mielose)

Trombocitemia essencial
Linhagens celulares diversas Leucemia mastocitica
Leucemia indiferenciada
Leucemia mielomonocitica

Linhagens celulares mistas Leucemia eritréide
Sindromes mielodisplasicas
Disturbios Linfoproliferativos Linfocitos Leucemia linfocitica crdnica
Leucemia linfobléstica aguda
Plasmécitos Leucemia plasmocitéria

Fonte: Adaptado de ETTINGER; FELDMAN (1995).

As doencas mieloproliferativas sdo definidas por uma proliferacdo anormal e
neoplédsica de células ndo-linféides com origem na medula 6ssea, incluindo células
granulociticas, monociticas, eritrociticas e megacariociticas (RASKIN, 1996; ETTINGER,;
FELDMAN, 2005), enquanto as doencas linfoproliferativas referem-se a proliferacdo anormal
de células linfoides. As alteracdes linfoproliferativas sdo muito mais comuns nos animais
domésticos que as mieloproliferativas (THRALL, 2006). A partir da maturidade ou grau de
diferenciacdo das células neoplasicas e evolugdes clinicas sdo classificadas como agudas ou
crbnicas (THRALL, 2006). As leucemias agudas possuem predominancia de blastos na medula
0ssea, visto que a transformacéo neoplasica ocorre nas etapas iniciais da hematopoiese. No caso
de leucemias crénicas, isso acontece tardiamente, decorrente de uma superproducéo de células
maduras e bem diferenciadas (BIONDO, 2005; FRANCO et al. 2008).

2.2.2 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A leucemia linfobléstica aguda (LLA) caracteriza-se pela presenca de células imaturas,
os linfoblastos, no sangue e medula 6ssea (ETTINGER; FELDMAN, 1995; THRALL, 2006).
Na veterinaria, a etiologia ainda ndo esta completamente elucidada, mas tem sido associada a
doencas geneticas (SUTER et al, 2011).

Acerca da evolucdo e, conforme Nelson e Couto (2015), a LLA tende a ser grave
devido ao comportamento bioldgico agressivo, com predominio de células linféides na medula

0ssea e, secundariamente, no sangue, podendo infiltrar 6rgaos linfoides e outros tecidos.
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Microscopicamente e sob o entendimento de Thrall (2006) e Cowell et al, (2009), dos
achados mais comuns de LLA, estdo as alteragdes morfoldgicas dos linfdcitos: Basofilia e
granulacdo citoplasmatica, cromatina nuclear fina/frouxa, nucléolos evidentes e mdltiplos,

nucleos com morfologia de bordas anormal e demais (Figura 2).

Figura 2 - Esfregaco sanguineo de cdo com Leucemia Linfoblastica Aguda, mostrando

linfoblastos com padrdo de cromatina fino e granular, nucléolos ocasionais e fracos (seta).

N )

Fonte: THRALL, (2006, p. 137).

Além disso, Manchas de Gumprecht comumente sdo achados atribuidos as leucemias
de origem linfoides (DUSSE et al, 2013). Essa “locugdo de sombras” refere-se, portanto, a

linfdcitos lisados provenientes da constante linfopoese (Figura 3).

Figura 3 - Citologia de medula 6ssea de cdo com Leucemia Linfoblastica Aguda,
evidenciando as Manch_ﬁs de‘G’umprecht (s%.

.

Fonte: ALCANTARA, et al. (2010).

H4, ainda, segundo Thrall (2006), dificuldade para diferenciar LLA de linfoma na fase

leucémica, pois em ambas ha a presenca de linfoblastos no sangue e na medula éssea, porém, a
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diferenca entre os dois diagnosticos é que, na maioria das vezes, a leucemia linfoblastica aguda
ndo compreende linfadenopatia.

2.2.2.1 SINAIS CLINICOS

Leucemias geralmente apresentam sinais clinicos vagos e inespecificos (ACOSTA et
al., 2011), alguns ja relatados incluem letargia, anorexia, perda de peso, claudicacdo, febre
persistente, vomito, diarréia, infeccoes recidivantes (ETTINGER; FELDMAN, 1995).

Linfadenopatia leve, esplenomegalia, hepatomegalia e sangramentos podem estar
associados aos casos de leucemia aguda, assim como palidez das mucosas e petéquias
(ETTINGER e FELDMAN, 1995; MORRIS e DOBSON, 2007).

Outros sinais descritos foram lesdes oculares, tais como hemorragias na retina,
conjuntiva e glaucomas. Sinais neurolégicos como paresias, tremores e infecces secundarias
também podem caracterizar a LLA (MORRIS; DOBSON, 2007).

2.2.2.2 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da leucemia pode ser obtido associando-se os achados clinicos a analise
citologica do esfregaco sanguineo, aspirado de células de linfonodos, 6rgaos linféides e pelo
mielograma, bem como pela histopatologia e pela imuno-histoquimica, que também possui a
finalidade de classificar a linhagem celular das leucemias (MORRIS; DOBSON, 2007).

No que tange as anormalidades hematoldgicas encontradas em cdes com LLA, a
contagem leucocitaria pode apresentar uma variagdo de 4.000 células/pL a um valor superior a
100.000 células/uL (COUTO, 1985). No hemograma, alteracGes laboratoriais incluem anemia,
trombocitopenia, linfocitose e acentuada presenca de linfoblastos (THRALL, 2006).

O mielograma é uma ferramenta diagndstica essencial nessa doenca, consistindo em
um aumento de linfocitos e contagem de linfoblastos superior a 30% (ADAM et al, 2009).

Técnicas moleculares (PCR) para rearranjos de receptores de antigenos (PARR) sdo
amplamente utilizadas para classificar o perfil da leucemia, através da aplicacdo da citometria
de fluxo para identificacdo dos marcadores de membrana da populagdo neoplasica (B ou T),
podendo apresentar valor prognostico (ADAM et al, 2009; NELSON e COUTO, 2015).
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2.2.2.3 DIAGNOSTICOS DIFERENCIAIS

O diagndstico diferencial deve ser realizado para descartar outras enfermidades como
leucemias mieloides agudas, sindromes mielodisplasicas, linfoma em fase de leucemizacéo e
condigdes que cursem com hipoplasia dos compartimentos medulares, ou entdo, aplasia
(BIONDO, 2005). A leucemia linfocitica cronica e o linfoma com linfocitose também devem
ser descartados para confirmacao do diagndstico (TOMAZ; VALE; SOTO-BLANCO, 2013).

Além disto, sdo recomendados a realizacdo e monitoracdo de hemograma completo,
perfil bioquimico sérico, radiografia toracica e abdominal e ultrassonografia (HENRY;
HIGGINBOTHAM, 2010).

2.2.2.4 TRATAMENTO

O tratamento de escolha para leucemias é a quimioterapia, sendo que a resposta ao
tratamento varia muito de acordo com o tipo da doenca (GARCIA-NAVARRO, 2005).

A associagdo de prednisolona a antineoplasicos como citosina arabnosideo e protocolo
CHORP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina e prednisolona) (BICHARD; SHERDING,
2008), podem auxiliar no controle da doenca. Estes quimioterapicos, entretanto, atuam em
células que se encontram no ciclo celular, interrompendo sua divisdo mit6tica na metafase
(ROSENTHAL, 1981). A prednisolona, todavia, promove a diminui¢do da producdo de
eosindfilos e linfocitos, além de estimular a eritropoiese e a producdo de leucdcitos
polimorfonucleares (MACEDO, 2002).

2.2.2.5 PROGNOSTICO

O prognostico de cdes diagnosticados com LLA é desfavoravel, na medida em que é
uma neoplasia altamente proliferativa e de curso rapido (AVERY e AVERY, 2007).

Apesar do uso de quimioterapia agressiva associada a tratamento de suporte,
dependendo do estado geral do animal, o tempo de sobrevida é reduzido: entre 1 a 6 meses, mas
raramente excede os 3 meses. Animais ndo tratados geralmente vivem menos de 2 semanas
(NELSON e COUTO, 2015).
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3 RELATO DE CASO

Foi atendida, na Clinica Veterinaria HOVET de Blumenau/SC, no dia 04/07/2023, um
canino, fémea, de aproximadamente 4 meses, da raca Husky Siberiano. O animal estava
internado em outro Hospital Veterinario e foi encaminhado para a HOVET, com suspeita de
hemoparasitose ou leucemia. Apresentando sinais neurolégicos, como tremores de cabega, 0
animal mostrava mucosas hipocoradas, apresentava hiporexia, émese, ataxia, perda de
consciéncia e episodios de hematoquezia. O paciente encontrava-se refratario ao tratamento
com doxiciclina, dexametasona e antieméticos, instituidos pelo Médico Veterinério
anteriormente responsavel.

Durante o atendimento clinico, foram aferidos todos os parametros fisicos do animal,
gue nao apresentaram alteracdes. Procedeu-se entédo, coleta de sangue e envio de amostras para
analise posterior, no Laboratorio Veterinario VETEX, Unidade Blumenau/SC. Foi solicitado,
inicialmente: hemograma, exames bioquimicos (AST, ALT, FA, GGT e PTS-fracGes) e exame
complementar de imagem (ultrassonografia computadorizada).

O primeiro hemograma do céo foi realizado em 04/07/2023. Sendo assim, 0s
resultados de eritrograma, leucograma e plaquetograma podem ser visualizados ao longo das
Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 - Leucograma do dia 04/07/23, canino com suspeita de Leucemia Linfoblastica

Aguda
LEUCOGRAMA
Parametros Resultados (%) Intervalo de Referéncia,
conforme FELDMAN, et al.,
(2000), KANEKO, et al., (2003) e
MEYER e HARVEY (2004).
Leucocitos 396.400/uL 8.000 a 16.000/puL
Mieldcitos 0,00% 0 /uL 0 /uL
Metamielécitos 0,00% 0 /uL 0/uL
Bastonetes 0,00% 0/uL 0a 160 /pL
Segmentados 4,00% 15.856 /uL 3.700 a 11.100 /pL
Linfécitos 96,0% 380.544 fJuL  2.250a 7.200 /uL
Mondcitos 0,00% 0/uL 100 a 1.600 /pL
Eosinofilos 0,00% 0/uL 100 a 800 /pL
Basofilos 0,00% 0 /uL 0/uL
Observacdes de Linfécitos atipicos +++
série branca Presenca de Linfoblastos +++

Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).
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Tabela 2 - Eritrograma do dia 04/07/23, canino com suspeita de Leucemia Linfoblastica

Aguda
ERITROGRAMA
Parametros Resultados Intervalo de Referéncia, conforme
FELDMAN, et al., (2000), KANEKO, et
al., (2003) e MEYER e HARVEY (2004).
Eritrocitos 2,4 milhGes/uL 5,5 a 7,0 milhdes/pL
Hematécrito 16% 34a40%
Hemoglobina 5,3 g/dL 11,0 a 15,5 g/dL
VCM 66,67 fl 65 a 78 fl
HCM 22,08 pg 20,0a24,0 pg
CHCM 33,12% 30a35%
RDW 16,20% 12a15%
Observacdes de série Discreta policromasia
eritréide Discreta anisocitose

Fonte: Laboratdrio de Analises Veterinarias VETEX (2023).

Tabela 3 - Plaquetograma e proteinograma do dia 04/07/23, canino com suspeita de Leucemia
Linfoblastica Aguda
PLAQUETOGRAMA E PPT
Parametros Resultados Intervalo de Referéncia, conforme
FELDMAN, et al., (2000), KANEKO, et
al., (2003) e MEYER e HARVEY (2004).

PROTEINA PLASMATICA 4,00 g/dL 5,0a6,5 g/dL

TOTAL

PLAQUETAS 135.000 mil/uL 200.000 a 600.000 mil/pL
Avaliacdo plaquetéria Morfologia normal

Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).

O perfil bioguimico solicitado abrangia ALT/TGP (Alanina Aminotransferase),
AST/TGO (Aspartato Aminotransferase), FA (Fosfatase Alcalina), GGT (Gama Glutamil-
Transferase) e Proteina total/fracbes (Albumina, Globulina e Relagdo Albumina/Globulina).
Estes exames foram realizados a partir de soro sanguineo, através da metodologia colorimetrica
(FA e Proteina Total), e cinética (IFCC), para as demais enzimas. O resultado dos exames

bioquimicos esta disposto na Tabela 4.
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Tabela 4 - Exames bioquimicos do dia 04/07/23, canino com suspeita de Leucemia
Linfoblastica Aguda

BIOQUIMICOS

Parametros Intervalo de Referéncia,
conforme JAIN (2003),
KANEKO, et al., (1997) e
MEYER e HARVEY (2004).

ALT/TGP

Material: SORO SANGUINEO

Metodologia: CINETICO UV (IFCC)

Resultado: .........cccccu..ee. 60,00 UI/L 7a92 Ul/L

AST/TGO

Material: SORO SANGUINEO

Metodologia: CINETICO UV (IFCC)

Resultado..........ccceu..... 229,00 UI/L 10a 88 Ul/L

FOSFATASE ALCALINA

Material: SORO SANGUINEO

Metodologia: COLORIMETRICO/CINETICO (BOWERS

E MC COMB MODIFICADO)

Resultado..........ccccuv... 115,00 UI/L 10 a 156 UI/L
GGT

Material: SORO SANGUINEO

Metodologia: CINETICO (SZASZ MODIFICADO)

Resultado..................... 34,00 UI/L 1,0a 10,0 UI/L
PROTEINA TOTAL E FRAC}OES

Material: SORO SANGUINEO

Metodologia: COLORIMETRICO/PONTO FINAL

(VERDE DE BROMOCRESOL/BIURETO)

Proteina total................ 2,93 g/dL 5,3a7,7 g/dL
Albumina...........cccce.ee. 1,65 g/dL 2,3a3,8¢9/dL
Globulinas.................... 1,28 g/dL 2,3a5,2g/dL
Relacdo albu/glob......... 1,29 0,50a1,70

Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).

O exame de imagem néo foi realizado, por escolha do tutor. Mediante resultado dos
exames iniciais, a paciente foi internada e recebeu transfusdo com concentrado de hemaécias.

Um dia ap06s esse procedimento, o hemograma foi repetido (Tabelas 5, 6 e 7).

Tabela 5 - Plaquetograma/Proteinograma do dia 05/07/23, canino com suspeita de Leucemia
Linfoblastica Aguda
PLAQUETOGRAMA E PPT

Parametros Resultados Intervalo de Referéncia, conforme
FELDMAN, et al., (2000), KANEKO, et al.,
(2003) e MEYER e HARVEY (2004).

PROTEINA 4,60 g/dL 5,0a6,5 g/dL

PLASMATICA TOTAL

PLAQUETAS 127.000 mil/uL 200.000 a 600.000 mil/pL

Avaliacao plaquetéria Morfologia normal
Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).
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Tabela 6 - Eritrograma do dia 05/07/23, canino com suspeita de Leucemia Linfoblastica

Aguda
ERITROGRAMA
Parametros Resultados Intervalo de Referéncia, conforme
FELDMAN, et al., (2000), KANEKO, et
al., (2003) e MEYER e HARVEY (2004).
Eritrocitos 2,6 milhdes/uL 5,5 a 7,0 milhdes/pL
Hematécrito 19% 34a40%
Hemoglobina 5,9 g/dL 11,0a 15,5 g/dL
VCM 73,08 fl 65 a 78 fl
HCM 22,69 pg 20,0a24,0 pg
CHCM 31,05% 30a35%
RDW 15,80% 12a15%
Observagdes de série Discreta policromasia
eritroide Discreta anisocitose

Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).

Tabela 7 - Leucograma do dia 05/07/23, canino com suspeita de Leucemia Linfoblastica

Aguda
LEUCOGRAMA
Parametros Resultados (%0) Intervalo de Referéncia,
conforme FELDMAN, et al.,
(2000), KANEKO, et al.,
(2003) e MEYER e HARVEY
(2004).
Leucdcitos 357.800 mil/uL 8.000 a 16.000 mil/pL
Mieldcitos 0,00% o/ uL 0 /uL
Metamielécitos 0,00% o/ uL 0 /uL
Bastonetes 0,00% o/ uL 0a 160 /uL
Segmentados 1,00% 3578 uL 3.700 a2 11.100 /uL
Linfdcitos 99,0% 354.222 luL  2.250 a 7.200 /uL
Mondcitos 0,00% o/ uL 100 a 1.600 /uL
Eosinofilos 0,00% o/ uL 100 a 800 /uL
Basofilos 0,00% o/ uL 0 /uL
Observacdes de Linfécitos atipicos +++
série branca Presenca de Linfoblastos +++

Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).

Com suspeita de leucemia ou leucocitose reativa, a paciente foi submetida a coleta de
medula 0ssea para realizacdo de mielograma. Sob sedacg&o, a coleta deu-se através da técnica
de puncéo intradssea (P1), na regido de trocanter maior do fémur. Em laboratério especializado,
as espiculas medulares foram selecionadas e, posteriormente, confeccionadas laminas com a
técnica de squash. A coloracao utilizada foi do tipo Romanowsky (May Grunwald Giemsa) e
também pandtico rapido (H&E). O resultado do mielograma, realizado pelo VETEX, Unidade

Camboril/SC, pode ser contemplado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Mielograma de cdo, 04 meses, Husky Siberiano, com suspeita de Leucemia

Linfoblastica Aguda

MIELOGRAMA

Parametros Resultados Intervalo de Referéncia, conforme COWELL,
et al., (2009) e STOCKHAM, et al., (2011).
Mieol6ide madura 6,60% 24,0 a 45,0%
Mieloide imatura 3,60% 2,5a5,0%
Eritréide madura 2,20% 28,4 a51,5%
Eritréide imatura 0,20% 2,2a5,0%
Linfocitos 86,80% 3,3a14,0%
Plasmocitos 2,00% 1,5a3,0%
Eosinofilica madura 0,20% 0,0a4,0%
Relacdo M:E 4,30 0,75a2,53
Celularidade > 75% 25,0% a 75,0%
Megacariocitos 1/ campo 2 a 10/ campo
Descrigéo Estoques de ferro presentes: +
Série megacariocitica diminuida, com morfologia preservada. Ndo foram visualizados
megacarioblastos por espicula. Série eritroide diminuida, com morfologia preservada e
maturacdo ordenada.
Série mieldide diminuida, com morfologia preservada e maturacéo desviada a esquerda.
Série linféide aumentada, apresentando moderada displasia representada por figuras de
mitose, linfocitos com nucleos irregulares como em “heart shape” e em “trevo de quatro
folhas”, raros linfocitos em “espelho de mao” e moderada presenca de linfoblastos.
Plasmdcitos sem atipia evidente.
N&o foram observados agentes causais, vesiculas fagociticas em macréfagos e outros
tipos celulares atipicos.
OBS: Ndo foram visualizadas espiculas integras.
Interpretacdo HIPOPLASIA ERITROIDE
HIPOPLASIA MIELOIDE
HIPOPLASIA MEGACARIOCITICA
SUGESTIVO DE LEUCEMIA LINFOIDE
Obs.: Os achados podem indicar distarbios linfoproliferativos, como leucemia linfoblastica
aguda e linfoma de estagio V, e também distarbios mieloproliferativos, como leucemia
mieloblastica aguda e leucemia aguda indiferenciada, ou ainda sindrome mielodisplasica.
Recomenda-se testes citoquimicos e de imunofenotipagem (PARR) para classificacdo da
neoplasia, e também acompanhamento hematoldgico. Ndo sendo eficazes as terapias
estabelecidas, recoleta para posterior avaliagdo do quadro.
Fonte: Laboratdrio de Analises Veterinarias VETEX (2023).
Para avaliacdo de clonalidade e classificacdo fenotipica da leucemia, as laminas

citoldgicas de
(PARR), no

medula 6ssea foram submetidas a PCR para rearranjos de receptores de antigenos

Laboratorio VETPAT, como cortesia ao laboratorio parceiro. Neste exame,

identifica-se a origem das células alteradas mediante anticorpos monoclonais direcionadas as

moléculas das células, podendo ser originada de células T ou B. Neste caso, confirmou-se

clonalidade para linfécitos B, concluindo o diagnodstico em leucemia linfoblastica aguda, de

imunofendtipo B.
A filhote ficou internada desde sua chegada a HOVET, no dia 04/07/2023, até o dia
de seu obito, no dia 06/07/2023. O tratamento instituido no internamento era de suporte, ja que
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através da piora clinica significativa perceptivel nos exames realizados (anemia ndo
regenerativa e elevacao dos linfoblastos), a aplicacdo de quimioterapicos nédo era recomendada
(THRALL, WEISER e JAIN, 2006). O 6bito precoce da paciente ocorreu antes mesmo da

liberacdo do laudo de mielograma, exaltando a répida progressdo das leucemias,
especificamente, das originalmente agudas.
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4 DISCUSSAO

Dentre os achados laboratoriais que instigaram a suspeita, e posterior confirmacéao
diagnostica da Leucemia Linfoblastica Aguda, estdo a intensa leucocitose com predominancia
de linfocitos atipicos, especialmente em estagios imaturos (linfoblastos), identificados em
esfregago sanguineo.

Segundo Weiser (2006), a LLA é uma neoplasia de origem hematopoética considerada
rara em cées jovens, sendo caracterizada pela autorreplicacdo desordenada de linfoblastos na
medula dssea, que podem ou nao ser liberados para o sangue, caracterizando, respectivamente,
leucemia leucémica ou aleucémica.

Neste caso, o diagnostico de LLA baseou-se nos sinais clinicos e achados de
hemograma, mielograma e PCR, estando de acordo com Nelson e Couto (2015).

Os achados de LLA incluem anemia ndo regenerativa, trombocitopenia e/ou
neutropenia. Blastos também podem ser observados pelo exame de sangue (MORRIS;
DOBSON, 2007). Analisando os hemogramas deste caso, destacam-se leucocitoses intensas,
anemia normocitica normocrémica, trombocitopenia e ainda, presenca de linfoblastos.

A fisiopatologia da anemia (néo regenerativa) e trombocitopenia presentes podem ser
justificadas pela infiltragdo macica de linfoblastos na medula 6ssea, impedindo a hematopoiese
normal (mieloptise), e resultando na diminuicdo das séries eritroide e megacariocitica
(NELSON e COUTO, 2015). Essa alteracdo indica que pelo menos 50% da medula 6ssea ja foi
substituida por tecido linféide (HARVEY et al, 1981), reafirmando a gravidade desta doenca.

Relativamente as anormalidades hematoldgicas encontradas em cdes com LLA, a
contagem leucocitaria pode apresentar uma variagdo de 4.000 células/pL a um valor superior a
100.000 células/uL (COUTO, 1985). Nesse caso, a paciente apresentou uma leucometria
extremamente elevada, sendo observada 396,40 mil/Ul células, referente a intensa linfocitose
(96,0% das células), o que caracteriza um estagio avancado da doenca.

Quanto ao perfil bioguimico solicitado, que abrangia ALT/TGP (Alanina
Aminotransferase), AST/TGO (Aspartato Aminotransferase), FA (Fosfatase Alcalina), GGT
(Gama Glutamil-Transferase) e Proteina total/fracbes (albumina, globulina e relacdo
albumina/globulina), identificou-se aumento da enzima GGT, além disso, foi constatado AST
como limitrofe a referéncia para esta enzima. Outra alteracdo detectada consta em Albumina e
Globulina, que estavam abaixo dos valores de referéncia para a espécie, identificando

hipoproteinemia.
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A leucemia linfoblastica aguda implica hepatomegalia e esplenomegalia, causadas
pela infiltracdo de células neoplésicas nesses 6rgaos (REAGAN; ROVIRA; DENICOLA,
2011), o que também justifica 0 aumento de enzimas hepaticas (GGT e AST, neste caso) e a
hipoproteinemia, encontradas nessa paciente.

Apesar da transfusdo sanguinea realizada como tentativa de reestabelecer o
desempenho hematoldgico, é possivel visualizar, no segundo hemograma realizado dia
05/07/2023, que se mantiveram altos os indices leucocitarios (357.800 mil/uL), ainda
ocasionados pela exacerbada quantidade de linfdcitos atipicos (354.222 /uL), associada a
presenca de linfoblastos.

O mielograma é uma ferramenta diagndstica essencial. A leitura deste exame, nesse
caso, foi realizada mediante as recomendacfes de Cowell et al. (2009). Apds coloracdo de
laminas com May Grunwald Giemsa, foi realizada a selecdo de laminas (critério de inclusdo de
espiculas). Em menor aumento (objetivas 4 e 10x), analisou-se a celularidade, morfofisiologia
e quantificagdo de megacaridcitos (Figura 4).

Figura 4 - Analise inicial de citologia de medula 6ssea de cdo, 04 meses, Husky Siberiano,
com suspeita de Leucemia Linfobléiti%a. Colo,ragéo de panc’)Lico rapido, 9bjetiva de 10X.
»
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Fonte: Laboratorio de Analises Veterinarias VETEX (2023).

Em seguida, identifica-se o fundo de Iamina e a quantidade de depdsitos de ferro na
amostra. Ja em maior aumento (objetivas 40 e 100x), verifica-se a morfologia e estagio de
maturagdo celular. Por fim séo definidas relagdo de células mieloides e eritroides (M:E) e

porcentagem das classes celulares.
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No exame de mielograma foram avaliadas 500 células, sendo observados valores
abaixo da referéncia para a espécie em: Série eritroide madura (2,20%), eritroide imatura
(0,20%), células mieloides maduras (6,60%) e megacariocitica (1/campo na objetiva de 40x).
A série celular eosinofilica (0,20%), plasmocitaria (2,00%) e mieloide imatura (3,60%),
encontravam-se dentro dos valores de referéncia. Quanto aos linfdcitos, verificou-se intenso
descontrole celular (86,80%), o que explica o desequilibrio da relacdo de células
mieloides/eritroides (4,30) Pelo mesmo motivo, ilustra-se a intensa celularidade medular
(>75%). Um aumento de linfocitos e contagem de linfoblastos superior a 30% na medula
encontrados no presente relato corrobora com os dados descritos na literatura (ADAM et al,
2009).

A morfologia dos linfocitos neste mielograma, entretanto, permanecem em formato
nuclear geralmente irregular, em formato “heart shape”, “trevo de quatro folhas” e “espelho de
mao” (Figura 5), com bordas mal definidas, alta proporcdo ndcleo/citoplasma e basofilia
citoplasmatica acentuada, cromatina frouxa e granular/reticular, contendo de 2 a 3 nucléolos
evidentes (Figura 6). Ademais, observou-se anisocitose e anisocariose marcantes nos

linfoblastos, além de figuras de mitose (Figura 7).

Figura 5 - Citologia de medula dssea de cdo com LLA, apontando linfcitos com nicleos em
morfologia atipica “heart shape ” (ponta de seta), em “trevo de quatro folhas” (seta preta), em
“espelho de mao” (seta vermelha) e manchas de Gumprecht (asterisco). Coloragdo MGG,

objetiva de 100X em imers&o.

P&

Fonte: Laboratdrio de Andlises Veterinarias VETEX (2023).
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Figura 6 - Citologia de medula 6ssea de cdo com LLA, mostrando linfécitos com nucléolos
evidentes e multiplos (seta), linfocitos com nucleos em “heart shape” (ponta de seta),
manchas de Gumprecht (asterisco) e figura de mitose (seta vermelha). Coloracdo MGG,
objetiva de 100X em imersé&o.

:

Fonte: Laboratério de Andlises Veterinarias VETEX, (2023).

Figura 7 - Citologia de medula 6ssea de cdo com LLA, evidenciando figuras de mitose em
linfocitos. Coloragdo MGG (1) e panotico rapido (2, 3 e 4), objetiva de 100X em imersgo.

s R

Fonte: Laboratdrio de Andlises Veterinarias VETEX, (2023).



35

De acordo com Reagan, Rovira, DeNicola (2011), os linfoblastos costumam ser
maiores que os linfocitos, contendo um ndcleo proeminente com um ou mais nucléolos,
cromatina mais aberta e finamente pontilhada, se comparada com o linfécito normal.

Linfocitos com projecdes citoplasmaticas unilaterais (espelho de mao) normalmente
sdo achados caracteristicos de linfoma (MARTINI et al. 2013). Contudo, essa suspeita ndo foi
mencionada pela escassa quantidade de células exibindo tal morfologia celular, além, da
exclusdo diagnostica fornecida pelo exame PARR.

Sobre a confirmacéo diagndstica, ttm-se 0o PARR como um exame de PCR que define
clonalidade e imunofenotipagem de linfocitos, o qual € um procedimento ndo invasivo que,
segundo o VETPAT Laboratério Veterinario (2020), é indicado em casos de citologias
inconclusivas ou amostras/quadros suspeitos de linfoma ou leucemias linféides. Dessa forma,
processos reativos nao tumorais apresentam uma populacdo de linfocitos policlonais (diversos
subtipos de linfdcitos envolvidos no processo reativo), ja as neoplasias linfides se originam de
proliferacdes clonais (células tumorais que ddo origem a diversas copias malignas). Além de
identificar processos linfoides neoplasicos, o PARR também indica o imunofenotipo
predominante (B ou T).

Apesar da viabilidade do PARR como exame para a determinacdo do fenotipo, a
aplicacdo da citometria de fluxo para identificacdo dos marcadores de membrana da populagéo
neoplésica seria desejavel e permitiria mais informacdes a respeito da biologia do tumor
(AVERY e AVERY, 2007). Infelizmente, esta técnica ndo foi realizada no presente caso.

Na maioria dos casos de leucemia linfoide aguda, os animais ndo respondem bem ao
tratamento preconizado, devido a intensa infiltracdo de células neoplasicas malignas em érgaos,
ocasionando sua faléncia (NELSON e COUTO, 2015).

Animais ndo tratados geralmente vivem menos de 2 semanas (NELSON e COUTO,
2015), outrossim a este caso, em que o animal veio a Obito antes mesmo da liberacdo do

resultado de seu mielograma.
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5 CONCLUSAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda é uma doenca de prognostico desfavoravel, devido
a rapida progressdo da doenca e evolucao dos sinais clinicos.

Apesar de, atualmente, haver facil acesso aos testes diagnosticos veterinarios, o valor
correspondente ao mielograma e especialmente, o0 PARR, impedem a realizacdo corriqueira
destes exames na rotina veterinaria. Tais métodos, contudo, exigem vasto conhecimento e
experiéncia por parte do Patologista Clinico Veterinario que os realiza.

Destaca-se a importancia da realizacdo do esfregaco sanguineo e contagem diferencial
leucocitaria por microscopia Optica para identificacdo de reacfes neoplésicas, atipias celulares
e confirmacdo da trombocitopenia, principais alteragdes que culminam na suspeita clinica de
LLA.

Como uma medicina em constante expansdo, faz-se necessario a elaboracdo de mais
estudos acerca desta doenca, visando formas de tratamento mais dindmicas, diagndsticos mais

acessiveis, e consequente melhoria de sobrevida dos animais acometidos.
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