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RESUMO

Os linfomas e leucemias sao as principais neoplasias hematopoiéticas caninas. O
linfoma € a mais comum, representando 90% dos casos, seguido pelas leucemias,
com cerca de 10%. A maior parte dos linfomas caninos € agressiva, composta
principalmente pelo linfoma difuso de grandes células B e linfoma de células T
periféricas. Entre os linfomas indolentes, os mais comuns sao o linfoma de zona T
(LZT) e linfoma de zona marginal. As leucemias podem ser mielociticas ou linfociticas,
com essas ultimas classificadas como aguda (LLA), mais agressiva, ou cronica (LLC),
indolente. A LLC é diagnosticada geralmente pela linfocitose de pequenas células no
sangue periférico e medula éssea. Na LLC composta por linfocitos granulares grandes
(LGL), as células se assemelham as células claras observadas no transbordamento
do linfonodo no LZT. O presente estudo relata duas neoplasias linfociticas indolentes
em caes da raca Golden Retriever, sendo um de LZT com presenca de células claras
“espelhos de mao” em linfonodo popliteo e linfocitose extrema no sangue periférico
(>80.000 céls/uL), e um caso de LLC-LGL, com linfocitose semelhante e medula 6ssea
neoplasica. No exame imunofenotipico realizado por citometria de fluxo, tanto o LZT,
quanto a LLC-LGL, foram compostos por células CD3- e CD8+, observadas no
linfonodo e sangue periférico (LZT) e medula dssea e sangue periférico (LLC-LGL).
Conclui-se que a diferenciacdo entre LLC-LGL e LZT se da principalmente pela
localizac&o das células neoplasicas.

Palavras-chave: linfoma, leucemia, linfocitos granulares grandes.



ABSTRACT

Lymphomas and leukemias are the main hematopoietic neoplasms in dogs.
Lymphoma is the most common, accounting for 90% of cases, followed by leukemias,
which represent about 10%. The majority of canine lymphomas are aggressive,
primarily consisting of diffuse large B-cell lymphoma and peripheral T-cell lymphoma.
Among indolent lymphomas, the most common are T-zone lymphoma (TZL) and
marginal zone lymphoma. Leukemias can be myelocytic or lymphocytic, with the latter
classified as either acute (ALL), which is more aggressive, or chronic (CLL), which is
indolent. CLL is typically diagnosed by the presence of small cell lymphocytosis in
peripheral blood and bone marrow. In CLL composed of large granular lymphocytes
(LGL), the cells resemble the clear cells seen in the overflow of lymph nodes in TZL.
The present study reports two indolent lymphocytic neoplasms in Golden Retriever
dogs, one with TZL showing the presence of "hand-mirror" clear cells in the popliteal
lymph node and extreme lymphocytosis in peripheral blood (>80,000 cells/uL), and
one case of CLL-LGL with similar lymphocytosis and neoplastic bone marrow. In the
immunophenotypic examination performed by flow cytometry, both TZL and CLL-LGL
were composed of CD3- and CD8+ cells, observed in the lymph node and peripheral
blood (TZL) and in the bone marrow and peripheral blood (CLL-LGL). It is concluded
that the differentiation between CLL-LGL and TZL is mainly based on the location of
the neoplastic cells.

Keywords: lymphoma, leukemia, large granular lymphocytes.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias hematopoiéticas correspondem a 6-7% das neoplasias caninas
e sao compostas pelo linfoma, leucemia, tumores de plasmodcito, mastocitose
sistémica e histiocitose sistémica, esses ultimos com ocorréncia rara (Ritt, 2022). O
linfoma é a neoplasia hematopoiética mais diagnosticada na oncologia veterinaria,
com 90% de prevaléncia dos casos caninos, seguidos pelas leucemias, com
aproximadamente 10% (Valli et al., 2010; Vail; Young, 2007; Adam et al., 2009).

Para a classificagao dos linfomas caninos, que s&o similares aos linfomas nao-
Hodgkin de humanos, é empregado um sistema estabelecido pela Organizagéo
Mundial de Saude (OMS). Esse sistema leva em consideragéo a morfologia e fenétipo
celulares, aspectos clinicos, arquitetura tecidual e formas de apresentacéo clinica,

com a forma multicéntrica sendo a mais comum (Valli et al., 2015; Vail; Young, 2007).

A classificagdo em alto e baixo grau é estabelecida de acordo com a taxa de
progressao bioldgica rapida ou lenta, respectivamente. Entre os linfomas mais comuns
na espécie canina estdo: linfoma difuso de grandes células B; linfoma de células T
periféricas, sem outra especificagéo; linfoma linfoblastico; linfoma de zona marginal e

linfoma de zona T, os dois ultimos com apresentacéo indolente.

O linfoma multicéntrico é classificado, conforme definicdo da OMS, em cinco
estagios (Ponce et al., 2010; Vezzali et al., 2010). O estagio | é caracterizado pelo
envolvimento de apenas um 6rgéo ou tecido linfoide, com exce¢do da medula dssea;
os estagios Il e lll permitem o acometimento de mais de um linfonodo da mesma
regiao ou de forma generalizada, respectivamente. O estagio IV é dado pelo
envolvimento do figado, acompanhado ou néo, do bago e o estagio V é marcado pela
presencga das células neoplasicas no sangue periférico e na medula 6ssea ou outro
orgao (Owen, 1980).

A atribuicdo de tal classificacdo, segue um raciocinio paradoxal, visto que a
presenga de células neoplasicas na circulagdo sanguinea remete a leucemia. No
entanto, a leucemia verdadeira s6 €& considerada em casos de envolvimento

simultaneo do sangue periférico e medula 6ssea (Owen, 1980).

As leucemias linfociticas tém apresentagao aguda (LLA) e crénica (LLC), com

a LLA geralmente apresentando comportamento agressivo com células blasticas



maiores € a LLC indolente com células pequenas maduras (Novacco et al., 2015; Valil
et al., 2007).

A LLC em céaes pode ser originada de células T, B ou atipicas, nessa ordem de
prevaléncia. Para as células T e atipicas, uma forma de apresentagdo morfologica
especifica € comumente relatada com a presenga de linfécitos granulares grandes

(LGL, do inglés large granular lymphocyte) (Comazzi et al., 2011).

A morfologia dos LGL observados na LLC pode ser extremamente semelhante
a das células claras, presentes na circulacdo sanguinea devido ao transbordamento
de linfocitos neoplasicos do linfoma de zona T (TZL, do inglés T-zone lymphoma),
marcados por apresentarem tamanho meédio e citoplasma claro mais abundante,
eventualmente mais basofilico nas extremidades e com granulos azurofilicos (Fournel-
Fleury et al., 1997).

Atualmente, na pratica o diagnéstico do linfoma multicéntrico é dado
inicialmente pela citologia de linfonodo e da LLC pelo hemograma, mas a avaliagao

citologica do sangue periférico é fundamental em ambos.

O objetivo do presente trabalho é estabelecer as semelhancga e diferengas entre
os linfécitos da leucemia linfocitica crénica de linfécitos granulares grandes com os do
linfoma de zona T com transbordamento. Para tal, sdo descritos dois casos em caes

da raca Golden Retriever.



10

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 LINFOMA DE ZONAT

O linfoma de zona T (TZL) € o unico subtipo histopatologico de linfoma em caes,
originado de células T, que possui apresentacgéo indolente (Flood-Knapik et al., 2013)
e € responsavel por representar o maior numero de casos entre os linfomas com esse
tipo de comportamento, correspondendo a mais de 62% dos diagnésticos (Valli et al.,
2006).

O mesmo é caracterizado como um linfoma nodal, no qual as células T
neoplasicas se proliferam na regido paracortical, sem alteragdo da arquitetura tecidual
Nos processos iniciais, mas com tendéncia a compressao dos centros germinativos

em dire¢ao a capsula do linfonodo (Valli et al., 2011; Valli et al., 2015).

As células que se expandem tendem a uniformidade e apresentam tamanho
pequeno a meédio, com quantidades moderadas de citoplasma claro e nucleo
intensamente basofilico sem a exposigcao evidente de nucléolos, além de ndao serem
observadas figuras de mitose em muitos casos (Valli et al., 2015). Somadas a essas
caracteristicas, observa-se com mais evidéncia na analise citologica, que tal
citoplasma mais abundante nessas células tende a se tornar unipolar, dando origem

ao formato conhecido como “espelho de mao” (Ponce et al., 2010).

Existe uma semelhanga consideravel entre o TZL canino em relagdo ao
humano no que tange os aspectos histolégicos da neoplasia, contudo, ha uma grande
divergéncia em relagdo a incidéncia, visto que para a espécie humana sua
apresentacao é rara, e quanto a classificagao, ja que nao é considerado como um tipo,
mas sim uma variante incluida nos linfomas de células T periféricas sem outra
especificacdo (PTCL-NOS) (Seelig et al., 2014).

Apesar da dificuldade de comparagao do curso da doenga entre as espécies
devido a essas discrepancias, sabe-se que o TZL canino é mais frequente na raca
Golden Retriever, que inclusive, sofre com maior acometimento por linfomas de

células T no geral, em comparagao aos de células B (Jark et al., 2020).

Diversos estudos apontaram esta associagao genética do Golden Retriever ao
TZL, com cerca de 56% no Japao (Mizutani et al., 2016), 44% no Brasil (Jark et al.,
2020) e 41% nos Estados Unidos (Seelig et al., 2014). Em contrapartida, na ltalia esse

padrdo nao foi observado (Comazzi et al., 2018), assim como houveram diferengas
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nas prevaléncias do TZL de acordo com a localizagdo geografica dos animas dessa
raca em um outro estudo conduzido nos Estados Unidos, o que sugere correlagao da
ocorréncia do TZL a fatores carcinogénicos do ambiente (Ruple et al., 2017) ou a

aspectos relacionados a cada linhagem (Sena et al., 2023).

A idade pode corroborar, mesmo que pouco para a definicdo do diagndstico,
visto que a média varia de 8 a 10 anos para os animais acometidos pela neoplasia, o
que coincide com a média de ocorréncia para os linfomas no geral (Valli et al., 2006;
Seelig et al., 2014; Mizutani et al., 2016; Lima, 2020).

Em relagdo aos aspectos clinicos, os linfomas indolentes geralmente
acometem os linfonodos periféricos e bago, mais comumente com envolvimento de
apenas um linfonodo ou regido quando se trata do linfoma multicéntrico ou nodal, e
com apresentagdo nodular mais observada em comparacgédo a difusa no bago (Valli et
al.,, 2013). Seguindo o padrdao descrito, no TZL é verificado de maneira mais
corriqueira, o aumento de um linfonodo e, ocasionalmente, mais de um, com

preservacao do apetite e atividade habituais do paciente (Valli et al., 2015).

Para a construgéo do diagnostico é possivel langar mao de varias ferramentas,
incluindo a citologia, que é considerada uma forma de triagem para os linfomas
indolentes em virtude da semelhanga com alguns processos reacionais (Comazzi e
Riondato, 2021). Na analise citolégica, que é fortemente sugestiva de TZL e séo
observadas células linfoides pequenas a médias, com citoplasma moderado, claro e
com apresentacdo em formato de “espelho de m&o”, ndo é possivel descartar um

processo hiperplasico da regido paracortical (Martini et al., 2015).

As mesmas células linfoides sdo notadas no exame histopatolégico, no
entanto, a diferenciacdo de processos hiperplasicos € mais evidente devido as
caracteristicas de apresentacéao diferentes, com um padrao homogéneo parao TZL e
heterogéneo para a hiperplasia, comumente composta por macrofagos e células
dendriticas (Valli et al., 2015).

Bem como, a avaliagdo morfolégica no hemograma pode evidenciar a presenga
dos linfécitos denominados como células claras, caracterizados por assumirem
tamanho predominantemente médio, relagdo nucleo/citoplasma (N/C) menor em
comparagao ao pequeno linfocito tipico, cromatina madura a finamente granular,

citoplasma claro, mais excéntrico e, raramente com granulos azurofilicos (Martini et
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al., 2015; Fournel-Fleury et al., 1997). Seja ela acompanhada ou nao da linfocitose
(Flood-Knapik et al., 2013; Seelig et al., 2014; Mizutani et al., 2016; Lima, 2020).

A citometria de fluxo também pode ser empregada como uma alternativa de
técnica menos invasiva e rapida, visto que tem se desenvolvido a partir do
reconhecimento de diversos anticorpos que séo aplicaveis em amostras provenientes

da espécie canina (Martini et al., 2015).

No TZL sao encontradas marcagdes aberrantes para os marcadores
especificos de linfécitos T, com possibilidade de auséncia da expressao de CD4 e CD8

e até mesmo de expressao simultdnea de ambos (Seelig et al., 2014).

Em estudos realizados por Seelig et al (2014) e Martini et al (2015), com
animais diagnosticados com TZL, foram observadas maiores incidéncias de animais
CD8+, com 45% e 39% dos casos, respectivamente. Ainda assim, é possivel observar
a marcacao de outros imunofendtipos, com casos CD4- e CD8- e CD4+ e CD8+ em
ambos os trabalhos. Apenas em Martini et al (2014) foi constatada a ocorréncia de

pacientes unicamente CD4+ (15%).

No que se refere ao tratamento, os protocolos tendem a ser menos intensos
em comparacgao aos linfomas de alto grau devido ao fato do progndstico para o TZL
ser considerado favoravel, estimando-se uma sobrevida de 21 a 33 meses (Flood-
Knapik et al., 2013; Seelig et al., 2014).

No entanto, ainda n&o foi estabelecido um protocolo padrdo ouro para o
tratamento do TZL, assim, a recomendagdo é que seja realizada a administragcéo
conservadora de clorambucil e prednisona nos casos em que a apresentagiao envolva
visceras, linfocitose acima de 30.000 células/uL e comprometimento do estado de
saude geral do paciente acarretando em sinais clinicos (de Lorimier e Campbell,
2020).

2.2LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

Ao contrario dos linfomas, as leucemias sao dadas como proliferacdes
hematopoiéticas raras em cées em gatos, com representagdo de aproximadamente

10% dentre essas neoplasias no geral (Couto, 2003).
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As leucemias linfociticas podem ser classificadas como LLC e LLA,
caracterizadas por células pequenas com morfologia semelhante as maduras e por

células blasticas grandes, respectivamente (Vail et al., 2007).

A forma crdnica € a mais comum em caes e é originada majoritariamente de
células T, cerca de 70%, com a mais comum marcada por linfécitos CD8+. Em
seguida, sdo observadas leucemias de linfécitos B, e por ultimo de células atipicas,
que apresentam combinagdes variadas de imunofendtipos (CD3- CD8+; CD8+ CD4+;
CD8- CD4-) (Vail et al., 2007; Valli et al., 2015).

A sobrevida com boa qualidade de vida é estimada de um a trés anos apos o
diagndstico tanto para células T, quanto para células B, o que confere caracteristica
indolente a neoplasia (Valli et al., 2015; Vail et al., 2001).

No entanto, um estudo de Comazzi et al. (2011) evidenciou que o
imunofendtipico demonstrou-se estatisticamente significativo para determinar a
sobrevida dos animais, assim como pode ser associado ao local de origem da
neoplasia e grau de comprometimento da medula 6ssea e bago (Vernau et al., 1999;
Williams et al., 2008). Enquanto as LLC de células T tendem a ser primarias do bago
com acometimento minimo e/ou tardio do ambiente medular, as de células B sdo mais
caracteristicas da medula 6ssea, com envolvimento esplénico secundario e

comumente associadas a gamopatia monoclonal (Valli et al., 2015; Harvey, 2012).

O desenvolvimento pode ocorrer em qualquer fase da vida, no entanto, € mais
comum em animais de meia-idade a idosos sem a manifestagao de sinais clinicos (Vail
et al., 2007). Quando evidentes, sao altamente variaveis, com letargia, inapeténcia e
perda de peso progressiva como mais comuns, além de serem proporcionais ao grau

da linfocitose e comprometimento da medula 6ssea ou outro 6rgéo (Foukar, 1992).

Mesmo em animais assintomaticos, alteragcdes durante as avaliagbes no exame
fisico e exames complementares podem ser constatadas, como esplenomegalia,
linfadenomegalia, mucosas palidas em fungcdo de anemia e, menos frequentemente,

hepatomegalia (Hodgkins, 1980).

Os achados hematologicos sdo marcados por leucocitose em fungao de
linfocitose, normalmente com contagem acima de 30.000 células/uL de maneira
persistente, porém flutuante com variacdo de 100.000 e 200.000 linfécitos/pL em dois

estudos (McDonough et al., 2000; Leifer et al., 1984). Os linfécitos neoplasicos séo
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caracterizados por perderem a expressao de receptores relacionados a apoptose
entdo, o0 aumento da contagem absoluta dessas células é mais atribuido ao seu
acumulo do que a proliferagao propriamente dita (Schriever et al., 2003; Vail et al.,
2007).

Outras alteracbes podem incluir anemia moderada, neutropenia discreta e
trombocitopenia em casos de linfocitose acima de 30.000 células/pL, enquanto
animais com contagens abaixo desse valor tendem a nao apresentar anormalidades
no hemograma. Por isso, o diagnodstico tende a ser acidental durante os exames de
rotina, avaliagbes geriatricas ou pré-operatdrias para procedimentos eletivos
(Hodgkins, 1980; Vail et al., 2007).

Os linfécitos comumente sdo bem diferenciados de tamanho pequeno e com
padrdo de cromatina madura condensada, o que gera dificuldade de diferenciagao
morfolégica entre as células neoplasicas e células maduras tipicas da circulagao

sanguinea (Harvey et al., 1981).

No entanto, existem variagdes morfolégicas de acordo com o imunofendtipo
celular, nos quais a neoplasia de células B e de células T CD4+ ou CD4- e CD8- sao
compostas, majoritariamente, por linfocitos pequenos semelhantes as células
maduras. Enquanto isso, a LLC originada por células T CD8+ é marcada por linfécitos
de tamanho médio a grande, com nucleo exibindo padréo de cromatina condensado,
nucléolos ndo proeminentes e o citoplasma claro mais abundante, ocasionalmente
apresentando granulos azurofilicos em concentragédo variada (Vernau et al., 1999;
Harvey, 2012). O mesmo padrao morfoldégico também foi demonstrado em cerca de
66% dos casos CD3-CD8+ (Comazzi et al., 2011).

A forma de LLC composta por linfocitos CD8+, em 90% dos casos assume a
apresentacao descrita anteriormente, denominada como LLC de Linfécitos Granulares
Grandes (LLC-LGL) e, apenas 8% expressa o imunofendétipo CD4- e CD8- e 2% o
CD4+ (Vernau et al., 1999).

Para o diagndstico € importante reunir os dados de historico, constatar a
linfocitose persistente e realizar a avaliagdo morfoldégica e imunofenotipica das
células, tendo em vista que sdo homologas as células tipicas da sua respectiva
linhagem e conhecendo a distribuicdo normal dos linfécitos na circulagdo sanguinea
(Vail et al., 2007; Freedman, 1996).
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A determinacdo da clonalidade dos linfocitos presentes no sangue periférico
também auxilia na confirmagao do diagndstico, assim como a analise de amostra de
medula 6ssea, que demonstra um infiltrado de células neoplasicas em concentragao
aumentada, com magnitude a depender da origem e tempo de evolugédo da neoplasia
(Vail et al., 2007; Vernau et al., 1999).

O tratamento da LLC é indicado em casos especificos em fungcdo de sua
caracteristica indolente, com recomendagao para pacientes que apresentam sinais
clinicos, alteragdes laboratoriais como citopenias significativas e linfocitose extrema,
comumente considerada no intervalo de 60.000 a 100.000 células/uL e
esplenomegalia (Theilen et al., 1987). Nessas situagoes, € feita a administracao de
clorambucil de acordo com a tolerancia da medula éssea e resposta clinica (0,2 mg/Kg
ou 6 mg/m? uma vez ao dia durante 7 a 14 dias, com redugéo da dose se necessario
e protocolo de manutengao com 2 mg/m? a cada 48 horas), normalmente associado a
prednisona (30 mg/m? SID durante 7 dias e 20 mg/m? SID por mais 7 dias e 10 mg/m?
a cada 48 horas) (DeVita et al., 2001).

O protocolo pode ser ajustado de acordo com a resposta do paciente e a
aplicacao de quimioterapicos (vincristina, ciclofosfamida) pode ser utilizada em casos

sem resposta ao tratamento tradicional (Helfand et al., 2000).
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3 RELATO DE CASOS

3.1 DOLLY - LINFOMA DE ZONA T

No dia 10 de junho de 2024, foi atendida no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) uma cadela de 10 anos, pesando 34
quilogramas, da raga Golden Retriever, encaminhada para consulta na especialidade
oncolégica devido a alteragbes ultrassonograficas que indicavam aumento e
heterogeneidade dos linfonodos mesentéricos, intestinais e iliacos, além de
espessamento intestinal, célculos biliares, injuria renal e heterogeneidade dos
parénquimas esplénico e hepatico e pancreatite, que ja cursava em tratamento na
clinica externa responsavel pelo referido encaminhamento. Além disso, em
hemograma realizado também no atendimento mencionado, relatou-se leucocitose

com contagem total de 56.800 células/pL e dessas, 51% sendo linfécitos.

Durante o exame fisico, todos os parametros encontravam-se dentro dos limites
desejaveis para a espécie, com excegao dos linfonodos popliteos, que apresentavam
discreto aumento de tamanho e alteracao de consisténcia. Foi realizada aspiracéo por
agulha fina do linfonodo popliteo direito para analise citolégica e coleta de sangue

para avaliagdo de hemograma e bioquimico.

A citologia do linfonodo revelou um fundo de Idamina composto por vacuolos de
gordura e hemacias, além de uma concentragao intensa de células linfociticas, sendo
mais de 95% das mesmas classificadas como pequenos linfocitos e as demais como
linfocitos médios (Figura 1A). Essas células caracterizavam-se pela apresentacao de
citoplasma claro e unipolar, o que € compativel com células claras em formato de
“‘espelhos de mé&o” (Figura 1B). O indice mitético foi dado como baixo, visto que nao
foram observadas figuras de mitose, e a concluséo citolégica a partir de tais achados

foi de “amostra sugestiva de linfoma de zona T”.
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Figura 1. Citol';éia de linfonodo popliteo, Golden Retriever, linfoma de zona T. (A) Predominio
de células linfoides em formato de espelho de mao. Objetiva de 10x. (B) Células claras, com
citoplasma claro e unipolar e formato de espelho de mé&o. Objetiva de 40x. Coloragdo com
corante rapido.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

No hemograma foi observada anemia moderada (hematdcrito=27%) e
regenerativa (contagem absoluta de reticulécitos 348.480 céls/uL), contagem de
plaquetas dentro do intervalo de referéncia (252.000 células/pL) e contagem de
leucdcitos muito acima do limite superior de células (97.120 células/pL), com essa
leucocitose marcada por intensa linfocitose (82.552 células/uL), neutrofilia (12.626
células/uL) e monocitose discretas (1.942 células/uL) e eosinopenia (0 células/uL).
Durante a avaliagdo morfolégica do esfregaco sanguineo os linfécitos foram
classificados como pequenos a médios e apresentavam diminuicdo da relagédo N/C
em comparagao ao pequeno linfdcito tipico, com nucleo redondo a oval, padréo de
cromatina condensado e citoplasma claro, apenas com as bordas celulares
demonstrando uma basofilia mais intensa, caracteristicas das células claras (Figuras
2A e 2B).

A partir da suspeita de TZL, foi agendada para uma semana depois, a coleta
de amostras de sangue, medula 6ssea e linfonodos para realizagdo do exame de
imunofenotipagem por citometria de fluxo e, a partir desse material também foram

feitos mielograma e hemograma.

A repeticdo do hemograma demonstrou uma constante nos resultados
apresentados anteriormente, com anemia moderada (hematocrito 26%) e
regenerativa (contagem absoluta de reticulécitos 270.000) e leucocitose (57.530
células/uL) associada a, principalmente, linfocitose (41.422 células/uL) com a mesma

morfologia compativel para as células claras.
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hemacias:leucdcitos devido a anemia moderada e linfocitose intensa. Objetiva de 10x. (B)
Células claras com citoplasma mais abundante que o de pequenos linfocitos tipicos. Objetiva
de 40x. Coloragao com corante rapido.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

A coleta de medula éssea foi realizada na tuberosidade maior do Umero, com
mielograma apresentando concentragao intensa de espiculas, celularidade (relagéo
célula:gordura) de 50 a 60% (valores de referéncia, VR: 25-75%) e uma média de 9 a
12 megacariécitos/espicula (VR: 3-7 céls/espicula) (Figura 3A e 3B). A contagem
diferencial de células ao redor das espiculas indicou uma razdo mieloide:eritroide igual
a 0,73 (VR: 0,9-1,76), com distribuicdo piramidal dos precursores eritroides
apresentando propor¢coes discretamente aumentadas de células iniciais
(rubriblastos:2,0%, VR: 0,2-1,1%; prorrubricitos: 6,2% VR: 0,9-2,2%) e normal dos
tipos celulares nucleados tardios (rubricitos 25,8%, VR:19,2-35,1% e metarrubricitos
20,4%, VR: 9,2-16,4%). A mieloide também apresentava distribuigdo piramidal
(mieloblastos: 1,6%, VR: 0,4-1,1%; promielocitos 1,0%, VR: 1,1-2,3%; mielécitos
2,4%, VR: 3,1-6,1%; metamieldcitos 4,0%, VR: 5,3-8,8%; neutrdfilos bastonetes 8,6%,
VR: 12,7-17,2%; neutrdfilos segmentados 20,8%, VR: 13,8-24,2%; eosinodfilos 1,4%
VR: 1,8-5,6%; sem visualizagdo de basdfilos). Os plasmdcitos representaram 2,8%
(VR: 0,6-2,4%) das células, macréfagos 0,6% (VR: 0-0,4%) e linfécitos 2,4% (VR: 1,7-
4,9%), com os ultimos apresentando morfologia caracteristica de pequenos linfocitos

tipicos (Figura 4).
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Figura 3. Mielograma, Golden Retriever, linfoma de zona T. (A) Particula de medula 6ssea
com celularidade de 50 a 60%. Objetiva de 10x. (B) Regido ao redor da particula

demonstrando heterogeneidade celular. Objetiva de 40x. Coloragdo com corante rapido.
Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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Figura 4. Mielograma, Golden Retriever, linfoma de zona T. Regido ao redor da particula
demonstrando predominio de células mieloides e eritroides e presenga de ocasionais (2,4%)
linfécitos pequenos tipicos. Objetiva de 100x. Coloragdo com corante rapido.

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realizada no Laboratério de
Citometria do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, com obtencdo dos dados
através do equipamento FACSCantholl™-BD e do software DIVA (Analise Variacional
Interpolada de Dados). Os marcadores utilizados foram CD3, CD21, CD4 e CD8, com
emprego de dois tubos de poliestireno (Becton-Dickinson, USA) para cada amostra
assim, no primeiro tubo foram adicionados os anticorpos anti-humanos CD14-APC e
CD21-PEA e no segundo tubo os anticorpos anti-caninos CD3-FITC/CD8 APC e CD4-
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PEA. Feito isso, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 30
minutos em local protegido da luz e um terceiro tubo foi utilizado como controle
negativo sem a adicdo de nenhum anticorpo. A analise dos dados obtidos foi realizada
através do software FlowJo (Software de Analise de Citometria de Fluxo, verséo
7.6.1).

Através da imunofenotipagem do sangue periférico, foi possivel determinar o
gate de linfécitos, que representou 40,8% das células nucleadas, com evidéncia de
uma anormalidade, visto que 70,2% eram CD3- CD8+, apenas 10% de CD3+ CD4+
(Figura 5.1) e 14% CD21+. No linfonodo, os dados ilustraram o mesmo padrédo
descrito, com 80,5% das células enquadradas no gate de linfécitos CD3- CD8+ e
somente 0,5% CD3+CD4+ e 3% CD21+ (Figura 5.2). Em relagdo a medula 6ssea, nao

houveram marcagdes correspondentes as observadas no sangue e linfonodo (Figura
5.3).
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Figura 5. Imunofenotipagem por citometria de fluxo de amostra de sangue (5.1), linfonodo
(5.2) e medula (5.3), linfoma de zona T. (A) Gréfico de densidade de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC), indicando o posicionamento da populagao de linfocitos (delimitada pela
linha preta) para realizar a analise da populacao de linfocitos T totais e suas subpopulagdes
T CD4+ e T CD8+. (B) Grafico de densidade de CD4-PE versus CD3-FITC, empregado para
quantificar o percentual de linfécitos T totais CD3+ (representado pela soma das frequéncias
Q1+Q2) e a subpopulagao de linfocitos T CD3+CD4+ (Q2). (C) Grafico de densidade de CD8-
APC versus CD3-FITC, empregado para quantificar o percentual da subpopulagido de
linfécitos T CD3+CD8+ (Q2)

Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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Apos reunir os dados citolégicos e de imunofenotipagem somados a clinica do
paciente, o diagnéstico de TZL foi confirmado, no entanto, o inicio do tratamento
conservativo foi adiado para melhor estabilizacdo do quadro de pancreatite que seguia

em tratamento.

Aproximadamente duas semanas depois, as analises hematoldgicas foram
repetidas e o tratamento conservativo para o TZL foi instituido com a quimioterapia
metrondmica, cujo o quimioterapico de base foi o Leukeran 2 mg (4mg/m? EOD, em
uso continuo), adicionado a prednisolona 20 mg (1 mg/Kg SID durante 7 dias; 0,5
mg/Kg durante 14 dias; 0,5 mg/Kg SID com intervalos de 48 horas até novas

recomendagdes).

O eritrograma demonstrou eficiéncia da resposta medular frente a anemia
apontada anteriormente (hematocrito 39%) e permanéncia da leucocitose (55.400
células/uL) decorrente da linfocitose (47.090 células/uL), ainda com linfécitos

apresentando caracteristicas morfolégicas compativeis com células claras.

Durante o tratamento, o paciente foi acompanhado com retornos peridédicos
para avaliagcdo clinica e monitoramento dos parametros hematoldgicos (Tabela 1).
Decorridos aproximadamente um més e meio desde o inicio da quimioterapia
metrondmica, houveram pequenas variagbes relacionadas ao eritrograma e
leucograma, com hematdécrito médio de 40% e linfocitose acima de 30.000 células/uL

em duas avaliacgoes.

Em todos os acompanhamentos os parametros bioquimicos foram avaliados
de maneira conjunta a fim de monitorar a evolugao da pancreatite. No primeiro retorno,
o tutor relatou apenas um episédio de diarreia esporadico, sem demanda de
administracao de qualquer farmaco. Ao exame fisico, nao foram constatadas demais

alteragdes além da linfadenomegalia.
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Tabela 1. Avaliagbes hematolédgicas desde o primeiro atendimento do paciente, Golden Retriver,
linfoma de zona T

Parametro 19/06 17107 30/07 13/08 10/09 V.R.
Hematdcrito (%) 27 26 39 42 39 37-55
Total de Leucocitos 974 57530 554 625 548  6.0-17.0
(x10%/uL)

Neutrofilos (%) 13 26 14 22 35 60-77
Neutréfilos (x10%/uL) 12.6 14.9 7.75 13.7 19.1 3.0-11.5
Linfécitos (%) 85 72 85 75 63 12-30
Linfécitos (x103/uL) 82.5 41.4 47.09 46.8 34.5 1.0-4.8
Mondécitos (%) 2 2 0 3 2 3-10
Mondcitos (x103/uL) 1.94 1.15 0 1.87 1.09 0.2-14
Eosinofilos (%) 0 0 1 0 0 2-10
Eosindfilos (x10%/uL) 0 0 554 0 0 0.1-1.3
Plaquetas (x10%/uL) 25 4.7 2.2 2.7 24 2-5

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.2 MAX - LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE LINFOCITOS GRANULARES
GRANDES

No dia 02 de fevereiro de 2024, um canino de 9 anos, pesando 39 quilogramas,
da raca Golden Retriever e em acompanhamento e tratamento oncoldgico para
mastocitoma ha seis meses no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), apresentou leucocitose (42.200 células/pL) por linfocitose acentuada (30.806

células/uL) no hemograma de monitoramento.

Na mesma data, durante o exame fisico todos os parametros encontravam-se
em normalidade para a espécie, com exce¢ao de aumento de volume e sensibilidade
testiculares, além de ulceracido do escroto e nddulos uUnicos localizados na base da

cauda, face lateral do joelho e térax esquerdo.

Decorridos trés dias, o paciente retornou para repeticdo da avaliacédo
hematoldgica e realizagdo de orquiectomia terapéutica e nodulectomias, com envio
das amostras para exame histopatolégico. Como resultado, todos os nédulos foram
conclusivos para proliferagdes cutaneas benignas e ambos os testiculos, compativeis

com seminoma intratubular.

No hemograma, apesar dos demais parametros encontrarem-se dentro dos
valores de referéncia, novamente foi observada leucocitose por linfocitose acentuada
(41.800 células/pL), com os linfécitos apresentando relagdo nucleo:citoplasma

reduzida em comparacdo ao pequeno linfocito tipico, padrdao de cromatina
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condensado e citoplasma claro, ocasionalmente contendo granulagao extremamente

escassa (Figura 6A e 6B).
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Figura 6. Esfregaco sanguineo, Golden Retriever, leucemia linfocitica cronica. (A) Baixa
relacdo hemacia:leucdcito devido a linfocitose. Objetiva de 20x. (B) Linfocitos granulares
grandes com citoplasma mais abundante e claro. Objetiva de 100x. Coloragdo com corante
rapido.
Fonte: Professor Dr. Leandro Abreu (2024).

Apos 15 dias de recuperagdao do procedimento cirurgico, o paciente foi
reavaliado e uma nova amostra de sangue foi coletada. Diante das mesmas
alteracdes observadas no exame anterior, foi agendada coleta de medula éssea em

trés dias para investigar a linfocitose persistente, mas o paciente nao retornou.

Somente em agosto houve retorno devido a necessidade de acompanhamento
oncoldgico perioddico e, nessa data, foi constatada a manutengao das alteragdes no
leucograma e reducdo do hematdcrito, em comparagdo as avaliagbes realizadas
anteriormente, para préximo ao limite inferior para a espécie. Com isso, no mesmo dia

foi feita puncdo de medula éssea no umero e realizado exame de ultrassom.

No ultrassom, foi evidenciada esplenomegalia moderada de contorno liso e,
apesar da ecogenicidade preservada, o parénquima apresentava-se heterogéneo e
entremeado por areas hipoecogénicas mal delimitadas, o que sugere os diagndsticos
diferenciais de hematopoiese extramedular ou infiltrados inflamatério, infeccioso ou

neoplasico.

O mielograma apresentou concentracédo intensa de espiculas, celularidade
(relacédo célula:gordura) de 80% (VR: 25-75%) e uma média de 0 a 3
megacariocitos/espicula (VR: 3-7 céls/espicula) (Figura 7A e 7B). A contagem
diferencial de células ao redor das espiculas indicou uma raz&o mieloide:eritroide igual

a 1,21 (VR:0,9-1,76), com distribuigao tipica dos precursores eritroides e mieloides,
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porém com hipoplasia de ambas as linhagens (rubriblastos e prorrubricitos: 2,1%;
rubricitos e metarrubricitos 14,2%; mieloblastos e promieldcitos 2,2%; mieldcitos,
metamieldcitos, neutréfilos bastonetes e neutréfilos segmentados 17,5%, sem
visualizagdo de basodfilos e eosindfilos). Os plasmécitos representaram 1,0% das
células, macréfagos 1,0% e linfécitos 62%, com os ultimos apresentando morfologia

compativel com pequenos linfécitos.

Figura 7. Mielograma, Golden Retriever, leucemia linfocitica crénica. (A) Regido ao redor da
particula. Objetiva de 20x. (B) Regiao ao redor da particula demonstrando homogeneidade
celular. Objetiva de 100x. Coloragdo com corante rapido.

Fonte: Professor Dr. Leandro Abreu (2024).

A amostra de medula 6ssea também foi encaminhada para exame
imunofenotipagem por citometria de fluxo (Figura 8), assim como sangue total e tecido
de linfonodo popliteo de tamanho caracteristico, todos coletados na mesma data. O
processamento e a técnica foram realizados em local e com os mesmos parametros

descritos para o caso anterior.

No sangue periférico (Figura 8.1), a imunofenotipagem possibilitou a
determinacdo do gate de linfécitos com representacao de aproximadamente 50% das
células nucleadas e, dessas, apenas 1% CD21+. Cerca de 31% expressou marcagao
CD3+, com menos de 1% sendo CD3+ CD4+ e 30% CD3+ CD8+, e as demais células

demonstraram uma marcacéao atipica, com imunofenétipo CD3- CD8+.

Na medula éssea (Figura 8.2), a marcagao seguiu 0 mesmo parametro, dentro
do gate de aproximadamente 37% de linfécitos, houve marcagao de cerca de 1% para
CD21+ e para CD3+ CD4+, com as células restantes CD8+, porém em proporgao
invertida de marcacao para CD3. Cerca de 60% eram CD3+ CD8+ e 19% CD3-CD8+.
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Figura 8. Imunofenotipagem por citometria de fluxo de amostra de sangue (8.1), medula (8.2)
e linfonodo (8.3), leucemia linfocitica crénica. (A) Grafico de densidade de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC), indicando o posicionamento da populagédo de linfécitos
(delimitada pela linha preta) para realizar a analise da populagao de linfocitos T totais e suas
subpopulagcbes T CD4+ e T CD8+. (B) Grafico de densidade de CD4-PE versus CD3-FITC,
empregado para quantificar o percentual de linfécitos T totais CD3+ (representado pela soma
das frequéncias Q1+Q2) e a subpopulacado de linfécitos T CD3+CD4+ (Q2). (C) Grafico de
densidade de CD8-APC versus CD3-FITC, empregado para quantificar o percentual da
subpopulacao de linfécitos T CD3+CD8+ (Q2)

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

A imunofenotipagem do linfonodo (Figura 8.3) foi positiva para CD21 em 27%
das células, seguidos por 25% de CD3+ e destas, 9% CD4+ e 14% CD8+, o que
demonstra um padrao celular incompativel com o observado no sangue periférico e

medula 6ssea.

A linfocitose persistente somada aos resultados da imunofenotipagem
permitiram o diagndstico de LLC, com linfécitos apresentando caracteristicas
morfolégicas compativeis com a LGL CD8+.

A partir desse momento, ja em outubro, foi estabelecido o protocolo de
tratamento em fase de indugdo com Leukeran 2 mg (0,2 mg/Kg SID) associado a
prednisona (1 mg/Kg SID), com acompanhamento dos hemogramas (Tabela 2) para
ajuste de doses e transigao para a fase de manutengao e ultrassonografico do bacgo

por escolha do tutor.
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Tabela 2. Avaliagdes hematolégicas desde a primeira linfocitose do paciente, com um
hemograma anterior sem linfocitose, Golden Retriever, leucemia linfocitica crénica

2023 2024

Parametro 112 02/02 05/02 23/02 14/08 05/09 24/10 06/11  V.R.
Hematocrito (%) 30 39 39 39 37 32 38 32 3755
Total de Leucocitos - o o5 550 476 812 820 986 793 6.0-17.0
(x10%/uL)
Neutrofilos (%) 69 25 20 20 24 18 32 6  60-77
Neutroéfilos
PHS 54 105 1.0 952 194 147 315 475 3.0-115
Linfocitos (%) 20 73 76 78 75 76 37 93 12-30
Linfocitos (x10%/uL) 1.5 30.8 418 372 609 623 660 737 1.0-48
Mondcitos (%) 10 1 2 1 1 3 1 1 3-10
Mondcitos 790 422 14 476 812 246 986 793 0.2-1.4
(x10%/uL)
Eosinafilos (%) 0 0 2 1 0 3 0 0 2-10
Eosindfilos
o107L) 0 0 11 476 0 246 0 0 0113
Plaquetas (x10%uL) 2.0 25 29 24 17 14 23 24 2.5

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4 DISCUSSAO

O presente relato descreve de forma inédita as semelhangas entre a linfocitose
em dois casos de caes com diagnésticos diferentes, um macho com LLC-LGL e uma
fémea com TZL, ambas neoplasias linfociticas indolentes, porém originadas em sitios

diferentes.

Ambos da ragca Golden Retriver, apontada em diversos estudos como mais
predisposta a desordens linfoproliferativas de células T, incluindo o TZL e leucemias
(Mizutani et al., 2016; Jark et al., 2020; Seelig et al., 2014; Modiano et al., 2005) e com
média de idade de 9,5 anos, a qual se enquadra na média de maior ocorréncia de
linfomas e de leucemias CD8+ (Valli et al., 2006; Seelig et al., 2014; Mizutani et al.,
2016; Lima, 2020; Williams et al., 2008).

A linfocitose constatada no caso do TZL € comumente observada nos animais
acometidos, no entanto, se contrapdée a maioria dos estudos na literatura que a
classificam como de leve a moderada, variando de aproximadamente 5 a 30 mil
linfécitos/uL (Flood-Knapik et al., 2013; Seelig et al., 2014; Martini et al., 2015).
Somente em um relato a linfocitose foi extrema, com maximo de 229.000 células/uL
(Sena et al., 2023).

Dada a comparacao entre a prevaléncia de ocorréncia de linfomas e leucemias
em caes, a primeira suspeita para o caso Max foi o TZL, ja que o mesmo representa
4% de todos os linfomas caninos em Seelig et al. (2014) e 20% na casuistica do
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UFMG (dados nao
publicados). As leucemias representam aproximadamente 10% das neoplasias
hematopoiéticas, com apenas 3% delas sendo LLC, e ainda, a especificacdo de
linfocitos granulares grandes uma fragdo pequena dessa porcentagem (Adam et al.,
2009).

Além disso, é possivel observar a similaridade morfologica dos linfécitos da
circulagcao periférica nos dois casos (Figura 9), com tamanho médio, cromatina
madura condensada, sem nucléolos evidentes e citoplasma claro mais abundante,
compativeis com a descricao das células originadas do transbordamento do TZL e da
LLC-LGL, ja que em ambas, os granulos azurofilicos tém concentragcao variada e
possibilidade de apresentacdo escassa (Mizutani et al., 2016; Harvey, 2012; Fournel-
Fleury et al., 1997).
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Figura 9: Comparacao entre os linfécitos observados no sangue periférico, Golden Retriver.
(A) Células claras do transbordamento do linfoma de zona T. (B) Linfécitos granulares grandes
da leucemia linfocitica crénica. Aumento de 1000x. Coloragao com corante rapido.

Fonte: Arquivo pessoal (2024); Prof. Dr. Leandro Abreu (2024).

Ambas as proliferacdbes sdo marcadas por carater indolente e por raras

alteragbes hematoldgicas associadas, com excegao das linfocitoses (Flood-Knapik et
al., 2013, Vail et al., 2007), conforme evidenciado durante o processo de diagnostico

e monitoramento dos pacientes.

O mielograma é fundamental para auxiliar na determinagao das neoplasias, ja
que os linfomas sao caracterizados por uma maior porcentagem de células
neoplasicas restrita, principalmente, a 6rgaos linfoides periféricos e a LLC & primaria
da medula 6ssea ou bacgo (Valli et al., 2013; Williams et al., 2008; Vernau et al., 1999).

A partir desse ponto, nas avaliagbes da medula 6ssea do caso TZL nao foram
evidenciados indicios de comprometimento do ambiente medular, com 2,4% de
linfécitos na contagem diferencial e imunofenotipagem de 0,14% de linfécitos T CD4+,
0,25% de linfécitos T CD8+ e 1,27 de linfécitos B CD21+, o que se enquadra no

esperado para a espécie canina (Harvey, 2012).

No caso de LLC-LGL, os linfocitos representaram 62% durante a contagem
diferencial de células e a imunofenotipagem demonstrou o predominio de células
CD8+, contudo, com evidéncia de duas populagbdes dentro do gate de linfécitos, uma
CD3+ CD8+ (60%) e outra CD3- CD8+ (19%). A dupla marcagdao demonstra o
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acometimento medular pelas células neoplasicas, mas é um fator limitante do trabalho

que precisa ser esclarecido quanto a perda do marcador CD3 por algumas células.

A avaliacao dos linfonodos é um diferencial importante para o diagndstico e na
LLC geralmente ndo demonstram alteragcdes de consisténcia e tamanho, em oposi¢ao
a linfadenomegalia caracteristica em uma ou mais regides no TZL (Valli et al., 2013;
Vail et al., 2007). Como descrito para o caso apresentado, na citologia de linfonodo
aumentado no TZL é particular a observagao de linfocitos pequenos com citoplasma
claro e excéntrico, conhecidos como células claras ou em formato de espelho de mao
(Martini et al., 2015; Fournel-Fleury et al., 1997) e a imunofenotipagem é
correspondente a do sangue periférico com predominio de células CD3- e CD8+
direcionadas do linfonodo, primariamente, para a circulagao sanguinea em fungao do

processo de transbordamento (Comazzi et al., 2011).

Em oposi¢ao a imunofenotipagem do sangue periférico e medula 6ssea que
demonstram homogeneidade das células CD8+, o linfonodo no caso de LLC-LGL
demonstra um padréo heterogéneo com a marcacgao de linfocitos T e B quase que em

mesma proporgao.

No TZL, o fato das células linfoides neoplasicas se mostrarem CD3- demonstra
a atipia e variabilidade da expressdao molecular dos TZL e se contrapde ao
levantamento de Valli et al. (2006), no qual 90% dos casos demonstraram-se CD3+.
Contudo ha coeréncia com as marcacoes descritas para CD8 e CD4 nos estudos de
Seelig et al. (2014) e Martini et al. (2015), ambos com indicagdo majoritaria de

positividade exclusiva para CD8.

Apesar da marcagao atipica para a LLC ser apontada por Comazzi et al. (2011)
como mais predisposta a menor sobrevida em céaes, aproximadamente 22 dias de
mediana, 0 caso em questdo apresenta-se como uma excegao ja que somente o
tempo de diagndstico demandou mais de 200 dias e o paciente permanece vivo até o

momento.

A linfocitose intensa observada pode ndo estar relacionada ao tempo de
sobrevida do paciente, no entanto a magnitude desse processo € atribuida a taxas de
sobrevivéncia mais baixas nos linfomas indolentes e em leucemias CD8+ (Flood-
Knapik et al., 2013; Williams et al., 2008). Por isso, prognostico dos pacientes

abordados no presente relato segue uma incognita, apesar do conhecimento do
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carater indolente do TZL e da LLC-LGL (Flood-Knapik et al., 2013; Seelig et al., 2014;
Martini et al., 2015; Comazzi et al. 2011).

Entre os fatores limitantes do relato, destaca-se a auséncia de investigagao do
nodulo evidenciado em exame ultrassonografico do caso de LLC-LGL, ja que uma
porcentagem das células se demonstra CD3+, caracterizada por maior associagéo a
origem no parénquima esplénico e acometimento posterior da medula 6ssea (Valli et
al., 2015; Harvey, 2012).

Outro ponto importante seria utilizagdo do marcador CD45 utilizado para
identificacdo de leucécitos no geral, para reforcar o diagnéstico do TZL, ja que as
células desse linfoma a perdem a expressao de tal proteina de superficie em mais de
95% dos casos (Martini et al., 2015; Seelig et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

O presente relato destaca as semelhangas morfolégicas e hematoldgicas entre
dois casos distintos de linfocitose em caes, um com leucemia linfocitica crénica de
linfécitos grandes (LLC-LGL) e outro com linfoma de zona T (TZL), ambos com

caracteristicas indolentes, mas originados em locais diferentes.

A analise comparativa entre os dois casos, incluindo o perfil de linfocitos, a
imunofenotipagem e os achados de mielograma e linfonodos, revela aspectos
importantes para o diagnostico diferencial. Apesar das semelhangas no imunofenétipo
e morfologia das células na circulagdo sanguinea, os casos apresentaram
particularidades nas caracteristicas de expressao celular, exame citolégico dos
linfonodos e mielograma. Embora o progndstico de ambas as neoplasias seja
geralmente indolente, a intensidade da linfocitose, as marcagdes atipicas e a variagéo
nas respostas terapéuticas indicam que o manejo clinico desses pacientes deve ser
cauteloso, com a sobrevida ainda incerta, dado o comportamento imprevisivel dessas

condigoes.
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