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Linfocitose extrema associada a leucemia linfoblastica aguda
(LLA) de células T em um cao jovem: relato de caso*

Extreme lymphocytosis associated with acute T-cell lymphoblastic leukemia
(ALL) in a young dog: case report
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Resumo

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma enfermidade de origem linféide e consiste na proliferagéo de células neoplasicas na
medula 6ssea. O objetivo desse trabalho é relatar o caso de um cdo macho, sem raga definida, de apenas um ano de idade, atendido
no Hospital Universitario de Medicina Veterinaria Prof. Firmino Marsico Filho (HUVET) da Universidade Federal Fluminense (UFF)
com queixa principal de inapeténcia e diarreia ha trés dias e que foi diagnosticado com essa neoplasia por meio da sintomatologia
clinica, resultados do hemograma e do mielograma. O paciente apresentava valores exacerbados de linfécitos (553.094 células/
ML), além de anemia, trombocitopenia, hipoalbuminemia e elevagéo da atividade das enzimas fosfatase alcalina e ALT. Foram
observadas manchas de Glmprecht, linfocitos atipicos apresentando anisocitose, anisocariose, intensa basofilia citoplasmatica
e mondcitos ativados. O mielograma apresentou também um aumento de linfocitos e contagem de linfoblastos superior a 30% na
medula, confirmando o diagndstico de leucemia linfoblastica aguda. Ademais, posteriormente, foi realizado exame de Reagéo em
Cadeia de Polimerase (PCR) para rearranjos de receptores de antigenos e foi detectado clonalidade para linfécitos T. O animal
foi submetido a quimioterapia (protocolo com ciclofosfamida, vincristina e prednisona) mas nao resistiu a gravidade do quadro,
vindo a obito apds a primeira sesséo, pouco tempo apds o diagndstico.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (LLA) is a disease with a lymphoid origin and consists of the proliferation of neoplastic cells in the
bone marrow. The aim of this study was to report the case of only one year old mixed breed male dog, attended at the University
Hospital of Veterinary Medicine Prof. Firmino Marsico Filho (HUVET) from Universidade Federal Fluminense (UFF), with major
complaint of inappetence and diarrhea three days ago and which was diagnosed with this neoplasm through clinical symptoms,
complete blood count and myelogram results. The patient had increased values of lymphocytes (553,094 cells/uL), in addition to
anemia, thrombocytopenia, hypoalbuminemia and elevated alkaline phosphatase and ALT activities. Gimprecht shadows, atypical
lymphocytes presenting anisocytosis, anisocariosis, and severe cytoplasmic basophilia and activated monocytes were observed.
Myelogram also showed an increase in lymphocytes and a lymphoblastic count greater than 30% in the marrow, confirming the
diagnosis of LLA. In addition, polymerase chain reaction (PCR) for antigen receptor rearrangements was performed and clonality for
T lymphocytes was detected. The animal underwent chemotherapy (protocol with cyclophosphamide, vincristine and prednisone),
but did not withstand the severity of the disease, coming to death after the first session, shorly after diagnosis.
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Introdugéo no cotidiano do homem (Moreira et al., 2018; Barboza et al.,

A medicina veterinaria tem crescido substancialmente, 2019).

principalmente no que concerne ao atendimento de animais de No entanto, apesar da crescente evolucdo da medicina
companhia. O cdo foi a primeira espécie a ser domesticada e  veterinaria, o cancer ainda é uma das principais causas de
atualmente ocupa posigao de destaque e de grande importdncia morte de pequenos animais. Aproximadamente 45% dos caes
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com mais de 10 anos sao vitimados pela doenga, sendo as
neoplasias cutaneas e subcutaneas as mais comuns (Withrow
et al., 2013; Daleck et al., 2016; Barboza et al., 2019).

Os tumores hematopoiéticos séo classificados de acordo com
suas caracteristicas clinicas, morfoldgicas, imunofenotipicas
e genéticas em leucemia, linfoma e neoplasia de plasmécitos
(Vardiman, 2010). A leucemia consiste, em suma, na
proliferacdo de células neoplasicas na medula dssea que vao,
gradativamente, sofrendo uma série de alteragcdes genéticas
progressivas e cumulativas, adquirindo caracteristicas de
malignidade (Vail, 2008).

De acordo com os achados clinico-patoldgicos, a leucemia
de origem linféide pode ser classificada como Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA) ou Leucemia Linfocitica Cronica
(LLC), sendo esta classificagdo importante para fins diagnosticos
e terapéuticos, além de definir o prognéstico dos animais
acometidos (Vail, 2008; Nelson e Couto, 2015).

Acerca da evolucado, a LLA tende a ser mais grave devido
ao comportamento bioldégico agressivo, com predominio de
células linféides imaturas (linfoblastos), na medula 6ssea
e, secundariamente, no sangue, podendo infiltrar érgaos
linféides e outros tecidos; ao passo que a LLC possui curso
clinico prolongado com tipo celular predominantemente bem
diferenciado (Nelson e Couto, 2015).

O diagnéstico da leucemia pode ser obtido associando
os achados clinicos a analise citolégica do esfregaco
sanguineo, aspirado de células de linfonodos, 6rgéos linfoides
e pelo mielograma, bem como pela histopatologia e pela
imunohistoquimica que tem ainda a finalidade de classificar a
linhagem celular das leucemias. Além disso, tem-se adotado
também técnicas moleculares (PCR) ou imunofenotipagem por
citometria de fluxo para classificar com mais preciséo o perfil da
leucemia (Adam et al., 2009; Nelson e Couto, 2015).

Frente ao exposto, esse trabalho objetivou relatar o caso de um
cao muito jovem apresentando linfocitose exacerbada (553.094
células/uL), diagnosticado com Leucemia Linfoblastica Aguda
de células T e descrever os achados clinico-laboratoriais dessa
doenca.

Relato de caso

Foi atendido no Hospital Universitario de Medicina Veterinaria
Prof. Firmino Marsico Filho (HUVET) da Universidade Federal
Fluminense (UFF) um cao macho, sem raca definida, com um
ano de idade, com queixa principal de inapeténcia e diarreia ha
trés dias. Ao exame fisico o animal apresentava apatia, mucosas
hipocoradas e hepatomegalia discreta a palpagao.

Procedeu-se com exames complementares (hemograma e
bioquimica), cujos resultados revelaram as seguintes alteragdes:
anemia normocitica normocrémica, (Hematdcrito: 27,0%)
e trombocitopenia (24.000/uL). A leucometria global estava
extremamente aumentada (570.200 células/pL), com intensa
linfocitose (553.094 células/uL) e monocitose (11.404 células/
pL). Na hematoscopia foram observadas frequentes manchas
de GUmprecht, linfécitos imaturos e atipicos apresentando
anisocitose, anisocariose e intensa basofilia citoplasmatica
(Figura 1), além de presenga moderada de mondcitos ativados.
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Figura 1: Populagdo de linfoblastos observada em esfregaco sanguineo
de paciente com diagndstico de leucemia linfoblastica aguda, evidenciando
moderadas anisocitose e anisocariose, intensa basofilia citoplasmatica,
multiplos nucléolos e manchas Gimprecht. Coloracdo Giemsa, aumento
1000X

Em relagdo ao resultado da bioquimica sérica, houve uma
elevacéo da atividade das enzimas fosfatase alcalina (447UI/L)
e ALT (668UI/L), além de hipoalbuminemia (2,4g/dL). Em
funcéo das alteragdes encontradas no hemograma, o animal foi
submetido a puncéo de medula éssea que revelou um grande
numero de linfécitos pequenos e mais de 30% de linfoblastos, os
quais apresentavam aproximadamente duas vezes o didmetro
dos eritrdcitos, com nucleo central a levemente irregular, e alguns
deles com nucléolos evidentes. Os sinais clinicos associados
aos resultados do hemograma e mielograma corroboraram para
o diagnéstico de LLA.

Para avaliagdo de clonalidade e classificagdo fenotipica
da leucemia, amostras de sangue e medula 6ssea foram
submetidas a PCR para rearranjos de receptores de antigenos
(PRRA). Para tal, DNA foi extraido de laminas de sangue e
medula éssea com material adequado confirmado a microscopia,
utilizando kit comercial (Invisorb® Spin Tissue Mini Kit; Stratec
Molecular GMBH, Berlin, Alemanha).

Foram utilizados quatro conjuntos de oligonucleotideos
diferentes: um par para a regidao Cy, gene constitutivo
correspondendo a porgao constante da IgM presente nos
linfécitos, servindo para confirmar a presenga de DNA linfoide
amplificavel na amostra; dois pares de oligonucleotideos tendo a
cadeia pesada da imunoglobulina IgH como alvo, denominadas
IgH-minor e IgH-major, servindo para detectar rearranjos de
linfocitos B; e trés oligonucleotideos em multiplex tendo o
receptor TCRy como alvo, para detecgdo de rearranjos de
linfécitos T.

Como controles positivos, foram utilizadas amostras de linfoma
sabidamente positivas para cada reagdo. Como controle
negativo, foi utilizada amostra de linfonodo reativo. O protocolo
de amplificagéo utilizado seguiu o descrito por Nowosh et
al. (2017). Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 3% corado com GelRed® (Biotium
Inc., Califérnia, EUA).
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Inicialmente, as amostras testadas revelaram positividade para
Cp, confirmando a presenga de DNA linfoide amplificavel apos
0 processo de extragao.

A PCR para IgH-minor evidenciou bandas multiplas e mal
delimitadas, indicando amostra ndo clonal (Figura 2A), enquanto
a PCR para IgH-major nédo produziu bandas do tamanho
esperado (Figura 2B). Areacao para TCRYy revelou positividade
com banda unica e delimitada de aproximadamente 90pb,
confirmando clonalidade para linfécitos T (Figura 2C).

apresentava apenas um ano de idade e era de porte médio,
divergindo da média de idade associada a doenga.

Os sinais clinicos da doenga geralmente sao inespecificos
como a apatia e diarreia (Nelson e Couto, 2015), inicialmente
relatadas nesse caso, dificultando o diagnostico precoce.
Outras anormalidades como hemorragias e linfadenomegalia
podem ocorrer, embora geralmente sejam incomuns nos cées
diagnosticados com LLA. Uma vez presente a linfadenopatia
nesta doencga, a diferenciacdo do linfoma multicéntrico é

Figura 2: Resultados dos ensaios de clonalidade para amostras de DNA extraidas a partir de sangue e medula éssea de paciente
diagnosticado com leucemia linfoblastica aguda. 1 — Marcador de peso molecular 25pb; 2 — Controle positivo; 3 — Amostra de DNA
proveniente de sangue; 4 — Amostra de DNA proveniente de medula 6ssea; 5 — Controle negativo. A— Amplificacédo para IgH-minor,
evidenciando bandas multiplas e mal delimitadas (3 e 4) diferentes do controle positivo (2); B — Amplificagéo para IgH-major sem
formacgéo de bandas no tamanho esperado (3 e 4); C — Amplificagédo para TCRYy, revelando bandas unicas e bem delimitadas no
tamanho esperado (3 e 4), compativeis com controle positivo (2)

Foi instituida quimioterapia com ciclofosfamida 250mg/m?,
vincristina 0,75mg/m? e prednisona 2mg/kg, a cada 7 dias,
bem como o tratamento paliativo dos sintomas clinicos. Uma
semana apos a primeira sessao do tratamento, o paciente veio
a obito. Infelizmente os tutores ndo autorizaram a realizagéo da
necropsia no paciente, impossibilitando assim, a realizagédo de
outros exames complementares.

Discussao

No presente relato, o diagndstico de LLA baseou-se nos achados
do hemograma e mielograma, estando de acordo com Nelson
e Couto (2015), segundo os quais a LLA é definida como uma
neoplasia maligna, resultante de um disturbio proliferativo
de células linfoides imaturas, denominadas linfoblastos,
predominantemente na medula éssea, podendo também estar
presente no sangue periférico, e que possui comportamento
biolégico agressivo e agudo, causando o 6bito do animal
rapidamente.

Na veterinaria, a etiologia ainda ndo esta completamente
elucidada, mas tem sido associada a doencas genéticas (Suter
et al., 2011). Em uma revisdo de 30 casos de caes com essa
enfermidade, a idade média foi de 5,5 anos (Matus et al., 1983).
Ainda nesse estudo, os autores descreveram que cerca de 27%
dos caes eram da raga pastor alemao e que machos eram mais
acometidos. No presente relato, o animal, sem raga definida,
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dificultada, pois geralmente é encontrada apenas na fase
leucémica do linfoma, sendo possivel a diferenciagdo apenas
empregando-se a técnica de imunofenotipagem (Bienzle, 2003).
No presente caso, os linfonodos encontravam-se dentro na
normalidade a palpagao, o que torna a possibilidade de linfoma
multicéntrico menos provavel.

Anemia, trombocitopenia e leucocitose sdo algumas das
alteragdes laboratoriais encontradas na LLA. No presente caso,
a anemia e a trombocitopenia presentes, podem ser justificadas
pela infiltragcdo macica de linfoblastos na medula 6ssea,
impedindo a hematopoiese normal (mieloftise), resultando na
diminuicao dos territérios eritréides e megacariociticos (Nelson
e Couto, 2015). Essas alteragdes quando presentes significam
que 50% ou mais da medula dssea ja foi substituida por tecido
linféide (Harvey et al., 1981), reafirmando a gravidade do caso
e o prognostico desfavoravel.

No presente relato, o paciente apresentou hepatomegalia a
palpacdo abdominal. Hepato e esplenomegalia sdo achados
comuns em pacientes com LLA e sdo causados pela infiltragao
de células neoplasicas nesses 6rgaos, o que também justifica o
aumento das enzimas hepaticas (FA e ALT) e hipoalbuminemia
encontradas nesse paciente.

Em relacdo as anormalidades hematoldgicas encontradas
em caes com LLA, a contagem leucocitaria pode apresentar
uma variagdo de 4.000 células/uL a um valor superior a



100.000 células/uL (Couto, 1985). Nesse caso, o paciente
apresentou uma leucometria global extremamente elevada,
sendo observada cerca de 570.200 células/pL, devido a intensa
linfocitose (553.094 células/pL), o que caracteriza estagio
avangado da doenga.

O mielograma é uma ferramenta diagnostica essencial. Nesse
paciente foi observado um aumento de linfocitos e contagem de
linfoblastos superior a 30% na medula, o que corrobora com os
dados descritos na literatura (Adam et al., 2009).

Embora nao seja o padrao-ouro, a definicdo de fendtipo € uma
das possiveis aplicabilidades do ensaio de clonalidade, sendo
uma técnica util em situagdes onde nado € possivel realizar a
imuno-histoquimica (IHQ) da neoplasia (Avery e Avery, 2007).
Nesse contexto, Burnett et al. (2003) detectaram correlagéo
entre a imunofenotipagem e a clonalidade em 41 de 42 casos;
e Nowosh et al. (2017) concluiram que a PRRA é um método
viavel por permitir, ainda, realizagdo a partir de esfregagos
fixados e corados.

Apesar da viabilidade da PRRA para a determinagédo do
fenotipo, a aplicagdo da citometria de fluxo para identificagéo
dos marcadores de membrana da populagao neoplasica seria
desejavel e permitiria mais informacdes a respeito da biologia do
tumor, mas infelizmente ndo houve acesso a esta técnica. Apesar
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