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Resumo

As inclusdes citoplasmaticas azul-esverdeadas em neutrofilos sdo conhecidas na literatura médica como
“cristais verdes da morte” uma vez que, apesar de raras, indicam um progndstico desfavoravel e o paciente
progride rapidamente para o 6bito, especialmente quando associadas a outros indicios laboratoriais de injuria
hepatica aguda e fulminante. Até o presente momento ndo ha relatos de tais inclusdes na literatura veterinaria.
Os objetivos desse relato sdo descrever, pela primeira vez, as inclusdes em neutr6filos de um cdo que veio a
obito dois dias apos a observagdo desse achado e alertar sobre a importancia da identificagdo de tais inclusdes
na hematologia veterinaria. Uma cadela, sem raca definida, de aproximadamente 10 anos de idade, foi atendida
no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana - UFPR/Curitiba-PR apos ser resgatada da rua,
vitima de atropelamento ¢ permaneceu internada durante oito dias até sua morte. Durante o periodo de
internacdo foi notado piora progressiva do quadro clinico e laboratorial. Foi observada, durante a avaliagdo
morfologica do esfregaco sanguineo, a presenca de inclusdes azul-esverdeadas no citoplasma de neutréfilos.
Houve aumento significativo das enzimas hepaticas de extravasamento (alanina aminotransferase - ALT e
aspartato aminotransferase - AST) e de colestase (fosfatase alcalina - FA e gama glutamil transferase - GGT),
assim como do lactato sérico, contribuindo a rapida piora do quadro clinico do animal, o que sugere que o
achado dessas inclusdes pode ser marcador de péssimo prognoéstico e esta associado a insuficiéncia hepatica
fulminante.
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Abstract

Blue-green cytoplasmic inclusions in neutrophils have been referred in medical literature as “green crystals of
death”, as a rare sign of poor prognosis, since death comes shortly particularly when associated with other
laboratory findings of acute liver injury. There are no reports of these inclusions in veterinary literature up to
date. The main goals of this case report are to describe for the first time, neutrophilic inclusions in a dog who
died two days after the detection and also to warn about the importance of these inclusions’ detection in
veterinary haematology. A female, approximately 10 years old stray dog was admitted at Universidade Federal
do Parand (UFPR) Veterinary Hospital/Curitiba-PR after was rescued from the streets, victim of
automobilistic trauma and remained hospitalized for eight days until its death. During this period, it was noted
a progressive worsening of both clinical presentation and laboratory findings. At the morphological analysis
of the blood smear, it was found blue-green inclusions within neutrophils cytoplasm. Liver enzymes released
by hepatocytes damage (alanine transaminase - ALT and aspartate transaminase - AST) and cholestasis
(alkaline phosphatase - ALP and gamma-glutamyl transferase - GGT) were significant increased, as well as
serum lactate, contributing to the rapidly worsening of the clinical symptoms. This implies that the detection
of these blue-green inclusions may serve as a marker of poor prognosis and may be associated with fulminant
hepatic failure.
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Introduciao

Inclusdes  citoplasmaticas  refrateis e
amorfas, de coloracdo azul-esverdeada, foram
relatadas pela primeira vez em neutrofilos e
monocitos de recém-nascido humano com atresia
de ducto biliar, por Smith (1967). Harris et al.
(2009) observaram essas inclusdes em neutrofilos
de pessoas com insuficiéncia hepatica aguda
devido a overdose por acetominofeno, acidose
latica e faléncia multipla de orgéos apos trauma.
Outros relatos também descreveram essas
inclusdes em pacientes com choque séptico
associado a infec¢do por Escherichia coli (Jazaerly
e Gabali, 2014), acidentes automobilisticos,
hepatite isquémica iatrogénica, pancreatite aguda,
infarto agudo de miocardio, insuficiéncia cardiaca
congestiva (Hodgson et al., 2015). Recentemente
esses cristais foram observados em pessoas com
COVID-19 em estado critico (Cantu et al., 2020;
Kritikou-Griva et al., 2021).

As  inclusdes  azul-esverdeadas  sdo
raramente observadas no sangue periférico de
pessoas, mas quando presentes estdo associadas a
lesdo tecidual grave, principalmente em casos de
injuria hepatica fulminante com aumento sérico das
transaminases, ¢ sdo marcadores de prognostico
ruim e iminéncia de morte (Patel et al., 2017).
Devido a maioria dos pacientes progredir
rapidamente para a morte, essas inclusdes ficaram
conhecidas como “cristais verdes da morte” (Soos
et al., 2019; Cantu et al., 2020), termo que deve ser
evitado por razdes éticas, e substituido por
“inclusodes verdes criticas” (Hodgson et al., 2015).
Por ser achado raro, ¢ comum nao ser relatado pelo
desconhecimento ¢ pela semelhanga com outras
inclusdes neutrofilicas, como corpusculos de Dohle
e inclusdes hereditarias como as observadas na
sindrome de Chediak-Higashi em pessoas (Smith,
1967).

Apesar do numero crescente de publicacdes
referentes a presenca das inclusdes em neutrofilos
de pessoas, até 0 momento, ndo foram encontrados
relatos da presenca dessas inclusdes azul-
esverdeadas em neutrofilos de animais. O objetivo
desse relato ¢ descrever, pela primeira vez, as
inclusdes em neutrofilos de cdo que veio a oObito
dois dias apos a observagdo desse achado e alertar
sobre a importancia da identificacdo das inclusdes
na hematologia veterinaria.

Descricao do caso
No dia 29 de novembro de 2021 foi atendida
no Hospital Veterinario (HV) da Universidade

Federal do Parana - UFPR/Curitiba-PR uma cadela
sem raca definida (SRD) de 10 anos, resgatada no
dia anterior e vitima de atropelamento. Foi relatada
hiporexia, dectbito lateral, eventualmente decubito
esternal, anuria, constipagdo e que o animal
apresentou episodios de vomitos durante a noite.
Ao exame fisico inicial o animal encontrava-se
alerta, foram verificadas lesdes de pele em membro
pélvico direito e tumor de mama ulcerado. A
paciente foi internada para controle de dor sob
suspeita de fraturas multiplas e para estabilizagdo
de parametros vitais. Foi realizado exame de
imagem e constatou-se fratura de pelve e no torax
a presenga de nodulos sobrepostos aos campos
pulmonares caudais. Foram coletadas amostras de
sangue em tubos com EDTA K2 (BD Vacutainer®)
e sem anticoagulante, para hemograma e exames
bioquimicos. Os esfregacos sanguineos foram
corados com a técnica de coloragdo segundo May-
Grumwald-Giemsa (Newprov®).

Durante a internacdo foram prescritos
dipirona (25mg kg!/TID, intravenoso - IV),
metadona (0,2 mg kg'!/TID, intramuscular - IM) e
ondansetrona (0,5mg kg'/BID, IV).

Os valores hematologicos e bioquimicos
utilizados como referéncia foram Hughes (2000),
Jain (1993), Kaneko et al. (2008) e Brooks et al.
(2022).

Os valores hematologicos e bioquimicos
estdo apresentados a seguir, nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente. Os resultados referem-se ao
periodo de internagdo de oito dias.

No dia zero (0), dia de admissdo no HV,
verificou-se leucocitose (31.800 leucocitos mm3),
neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo
(28.302 segmentados mm= e 3.318 bastonetes mm-
3). Foram observados 6% de neutrédfilos toxicos
com basofilia e vacuolizagdo -citoplasmaticas,
granulagdo toxica e corpusculos de Dohle. Nos
exames bioquimicos verificou-se leve aumento da
fosfatase alcalina (FA), com valor de 177 UI L-.

No dia 1, foi realizada ultrassonografia
abdominal e foi constatado figado com
ecogenicidade difusamente reduzida,
linfadenomegalia iliaca e peritonite concomitante.

No dia 3 foi realizada mastectomia regional
para exérese do nodulo ulcerado. Durante a
monitoragdo  pods-operatoria  foi  realizada
alimentacdo via sonda nasogastrica e tratamento
com dipirona (25mg kg'/TID, IV), metadona
(0,2mg kg'/TID, IM), ondansetrona (Img kg
YTID, 1V), omeprazol (Img kg'/BID, IV),
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gabapentina (13mg kg!/BID, via oral - VO), metarrubrécitos e 2 rubrdcitos em 100 leucocitos,
enrofloxacina (5mg kg!/BID, 1V), ceftriaxona anisocitose moderada e raros corpusculos de
(30mg  kg!/BID, V), sucralfato (1g Howell-Jolly; leucocitose severa (56.200 mm),
comprimido/BID, VO) e troca de curativos no neutrofilia (41.588 segmentados mm) com desvio
membro pélvico direito e na ferida cirirgica, a cada a esquerda regenerativo (10.116 bastonetes mm™),
12 horas. 31% de neutrofilos toxicos, com basofilia e

No dia 7, as alteragdes hematologicas foram vacuolizagdo citoplasmaticas e corpusculos de
anemia nao regenerativa com 7 a 8 Dohle.

policromaté6filos por campo, presenca de 15

Tabela 1. Valores hematoldgicos de uma cadela, SRD, realizado no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do HV
UFPR, Campus de Curitiba, PR, de 29 de novembro a 07 de dezembro de 2021 (periodo de internagao).

Periodo de Internacao

Parametros hematolégicos 0 2 7 8 Valores de referéncia*®
Eritrécitos (x10° mm™) 5,45 4,25 3,04 2,63 6,0 a 8,30
Hemoglobina (g dL™") 12,9 10,1 7.9 6.9 14,2 a 20,0
Hematécrito (%) 38 28 27 23 62a7l
VCM (U3) 69,72 65,88 88,82 87,45 60,0 a2 77,0
CHCM (g dL) 33,95 36,07 29,26 30 33,0a37,0
Leucécitos (/mm?) 31800 19400 56200 12014 6000 a 14300
Neutrofilos bastonetes (/mm?) 318 15520 10116 1321 0 a 300%*
Neutrofilos segmentados (/mm?) 28302 970 41588 9611 3400 a 9500
Linfécitos (/mm?) 1908 1552 2810 720 1500 a 4000
Monécitos (/mm?) 318 776 0 240 200 a 900

% inclusdes verdes/100 leucécitos 0 0 7 6 0
Plaquetas (/mm?) 90000 260000 200000 Agregados 220000 a 480000

*Valores de referéncia adaptados de Brooks et al. (2022) e **Jain (1993)

Tabela 2. Valores bioquimicos séricos de uma cadela, sem raga definida (SRD), realizado no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana (HV- UFPR), Campus de Curitiba, PR,
de 29 de novembro a 07 de dezembro de 2021, durante o periodo de internagéo.

Periodo de Internacao

Parametros bioquimicos 0 2 7 8 Valores de referéncia*
AST (UI/L) NR NR NR 1768 23,0 a 66,0
ALT (UI/L) 90 65,2 6150 1249 21,02 102,0
FA (UI/L) 177 234.4 649 1306 20,0 a 156,0
Bilirrubina total (mg dL) NR NR 3,25 8,06 0,10 a 0,50
Bilirrubina indireta (mg dL) NR NR 1,40 3,79 0,01 20,49
Bilirrubina direta (mg dL") NR NR 1,85 4,27 0,06a0,12
GGT (UI LY NR NR 26,4 28,4 1,2a64
Lactato (mmol L) NR 1,3 6,3 5,9 0.3 a2,5%%*
Proteina total (g dLY 5,6 5,5 5,6 4,4 54a7,1
Albumina (g dL) 2,7 2,6 2,6 2,2 2,6a33
Globulina (g dL") 2.9 2.9 3 2.2 2.7a44
Creatinina (mg dL™) 3,5 1,1 0,4 1,9 0,5a1l,5
Ureia (mg dL) 198 95,2 86 175 30,0 a 60,0

* Valores de referéncia adaptados de Kaneko (2008) e ** Hughes (2000). AST: aspartato aminotransferase. ALT: alanina aminotransferase. GGT:
gama glutamil transferase. NR: ndo realizado

Em 7% dos neutréfilos foram observadas 26,40 UI L', respectivamente, indicando necrose
multiplas  inclusGes  citoplasmaticas  azul- hepatica e colestase. Foi verificado aumento da
esverdeadas refrateis, de formato irregular como bilirrubina total (3,25 mg dL!"), sendo 1,85 mg dL-
ilustrado na Figura 1. ! a bilirrubina direta (conjugada) e 1,40 mg dL! a

As alteragdes nos parametros bioquimicos indireta (ndo conjugada), indicando
do dia 7 foram elevacdo acentuada da alanina comprometimento da fun¢do hepatica. O lactato
aminotransferase (ALT), FA e gama glutamil sérico também estava elevado (6,30 mmol L)

transferase (GGT) de 6150 UI L', 649 UI L' e
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Figura 1. Inclusdes citoplasmaticas azul-esverdeadas irregulares no citoplasma de neutrdfilos de cdo com hepatopatia. Sangue

periférico; coloragdo de May-Grunwald-Giemsa (Objetiva de 100 X).

No dia 8, devido a piora do quadro clinico,
caracterizado por taquipneia, apatia e prostracdo
ndo responsiva ao ambiente com reducdo do nivel
de consciéncia, algia abdominal acentuada e em
regido pélvica, a paciente foi transferida para a UTI
sob suspeita de sepse. Além do tratamento em
andamento, foi realizado bolus de glicose a 50%
(0,5 mg kg IV) para controle de hipoglicemia
(estava 18mg dL!) e foi iniciada infusdo continua
de norepinefrina (0,1 pg kg!' min') apods
constatada pressao arterial sistémica em 70 mmHg.
Todos os parametros vitais foram monitorados a
cada hora. Foram realizados radiografia de térax e
ultrassom abdominal para identificar o foco
séptico. A radiografia revelou o aparecimento de
padrdio  broncoalveolar =~ compativel com
broncopneumonia com atelectasia pulmonar
passiva e hepatomegalia. A ultrassonografia
revelou hepatoesplenomegalia, ambos com
ecogenicidade reduzida e parénquima heterogéneo,

auséncia de fluxo vascular esplénico sugerindo
quadro de infarto/obstrugdo vascular secundario a
trombose e peritonite difusa com presenca de
efusdo peritoneal leve de origem
infecciosa/inflamatoria.

No dia 8 observou-se piora da anemia nao
regenerativa com queda do hematocrito de 27%
para 23% e diminuicdo de todos os demais
parametros eritrocitarios em relagdo ao dia
anterior, com 2 a 3 policromatofilos por campo e
presenca de 22 metarrubrocitos e 12 rubrocitos em
100 leucécitos. Verificou-se leucocitose (12014
leucocitos mm=> com 120 metamieldcitos mm?3,
1321 bastonetes mm™ e 9611 segmentados mm)
caracterizando neutrofilia com desvio & esquerda
degenerativo. Foram observados 4% de neutrofilos
toxicos apresentando basofilia e vacuolizagdo
citoplasmaticas e corpusculos de Dohle e a
presenca de 6% de neutrofilos com cristais
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citoplasmaticos verdes e refrateis, semelhantes aos
observados no dia 7 (Figura 1).

As alteragdes bioquimicas séricas do dia 8
foram elevagdo acentuada de todas as enzimas
hepaticas, incluindo as transaminases (ALT e
aspartato aminotransferase - AST) de 1249 UIL e
1768 UI L' respectivamente, FA de 1306 UI L,
GGT de 28,40 UI L. Verificou-se aumento das
bilirrubinas em cerca de 50% com rela¢do ao dia
anterior, de 8,06 mg dL! da bilirrubina total, 4,27
mg dL! da fragdo direta e 3,79 mg dL! da indireta.
O lactato sérico permaneceu elevado (5,9 mmol/L).

No dia 8, devido a piora do quadro clinico,
foi iniciada suplementagdo de oxigénio por
mascara facial. Apés uma hora a paciente entrou
em angustia respiratoria seguida de parada
cardiorrespiratdria. Foram realizados trés ciclos de
manobras de reanimagdo cardiopulmonar, sem
sucesso, ocorreu o 0bito do animal.

Discussao

Na cadela do presente relato sugere-se a
associagdo entre a presenca das inclusdes azul
esverdeadas nos neutrofilos com a faléncia
hepatica aguda e o 6bito a curto prazo, conforme
observado em pessoas (Hodgson et al., 2015; Patel
et al.,, 2017; Vicente-Steijn et al., 2020). Os
resultados laboratoriais do presente relato sdo
compativeis com  insuficiéncia  hepatica
fulminante, confirmando a associagdo encontrada
na literatura entre essas inclusdes e insuficiéncia
hepatica aguda (Hodgson et al., 2015) secundaria a
injaria hepética isquémica. Destaca-se a magnitude
e rapidez da elevagio das transaminases,
alcangando 5 a 10 vezes os valores basais em 48
horas. No presente caso a ALT teve elevagdo de
mais de 90 vezes o limite superior do valor de
referéncia em cinco dias e a elevacao da AST foi >
15 vezes.

Na literatura veterinaria, até o presente, ndo
foram encontrados relatos de animais com
inclusdes citoplasmaticas azul-esverdeadas em
neutr6filos. Entretanto, esses cristais foram
observados em neutrofilos de pessoas doentes em
estado critico e denominados informalmente de
“cristais da morte” (Soos et al., 2019). A presenga
dos cristais foi associada a faléncia hepatica aguda
e ao aumento no risco de mortalidade a curto prazo.
Os riscos de mortalidade sdao maiores quando o
paciente tem acidose latica (Harris et al., 2009;
Hodgson et al., 2015; Patel et al., 2017; Soos et al.,
2019; Cantu et al., 2020).

A origem das inclusdes ¢ a lesdo
hepatocelular, bem descrita em pessoas, por
Hodgson et al. (2015). Os autores relataram
elevacdo das transaminases em 19/20 casos, com
picos médios de ALT e AST de 2024 w/l, 2900 U
L' respectivamente e elevagdo de bilirrubina total
com um pico médio de 4,74 mg dL-!. Assim como
o anterior ¢ como diversos outros trabalhos que
relatam elevagdo das transaminases associada a
observagdo das inclusdes azul-esverdeadas (Harris
et al., 2009; Patel et al., 2017; Soos et al., 2019), o
presente relato confirma essa mesma hipotese,
considerando que durante o periodo de internacao
a ALT teve o pico maximo de 6150 U L, a
atividade da AST mensurada foi de 1768 UL ¢ a
bilirrubina total atingiu o valor méaximo de 8,06 mg
dL.

Apesar da patogénese das inclusdes azul-
esverdeadas neutrofilicas ainda ndo ser totalmente
compreendida, sugere-se que a origem seja da
lipofuscina, um deposito de pigmento amarelo
composto de residuos de lipideos da digestao
lisossomal (Terman e Brunk, 2004), liberado por
c¢lulas parenquimatosas hepaticas necrosadas
durante injaria isquémica. O pigmento € fagocitado
por macrofagos e células de Kupffer (Kanel e
Korula, 2005) dando origem a um pigmento
semelhante a lipofuscina e aparecendo como
inclusdes azul-esverdeadas mnos neutrofilos e
raramente nos mondcitos, no sangue periférico
(Hodgson et al., 2015).

Outro achado laboratorial consistente com a
presenca de tais inclusdes ¢ a acidose latica, que
piora consideravelmente o prognostico devido a
elevagdo do risco de morte (Harris et al., 2009;
Hodgson et al., 2015; Cantu et al., 2020). No estudo
de Hodgson et al. (2015) foi observada mortalidade
de 100% em pacientes com lactato > 5,0 mmol L.
Cantu et al. (2020) também relataram mortalidade
a curto prazo em 100% dos pacientes, com
elevacgoOes das transaminases, acido lactico e LDH,
associados a deteccdo das inclusdes no sangue
periférico. No presente caso, o lactato sérico estava
elevado no dia anterior (6,3 mmol L") e dia do
obito da cadela (5,9 mmol L), corroborando os
relatos anteriores. A acidose latica pode ser
explicada pela hipoperfusao tecidual devido a alta
demanda de oxigénio tecidual secundaria a necrose
hepatica (Hodgson et al., 2015).

Os achados hematoldgicos que demonstram
a piora do animal ¢ a gravidade do caso sdo a piora
da anemia e da resposta leucocitaria descrita pela
inflamacao severa.
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No dia 0 wverificou-se anemia ndo
regenerativa na cadela, quadro que permaneceu
durante o internamento. O valor do hematdcrito
diminuiu de 38% (dia 0) para 23% (dia 8). Nao foi
observado aumento do niimero de
policromatofilos, consequentemente, houve piora
da anemia. A anemia do presente caso € ndo
regenerativa (normocitica normocrdmica) e a
possivel causa ¢ a inflamacgdo, relatada por Silva et
al. (2014) em cadelas com neoplasia mamaria e por
Chikazawa e Dunning (2016) como “anemia de
doenca inflamatoria” e considerada causa comum
de anemia na medicina veterinaria. Na inflamacao
ocorre aumento da liberacdo das citocinas e
consequentemente, aumento da hepcidina, proteina
de fase aguda da inflamagdo. A hepcidina afeta o
metabolismo do ferro, causando diminuicdo da
disponibilidade do ferro a medula 6ssea realizar a
eritropoese (Chikazawa e Dunning, 2016).

No presente relato verificou-se piora da
anemia ndo regenerativa e do quadro clinico do
animal, indicando que a anemia deve ser
monitorada ¢ pode influenciar no progndstico da
doenca. Silva et al. (2014) observaram correlacio
positiva entre anemia ndo regenerativa e o avango
da doenca em cadelas com neoplasia mamaria. Em
pessoas, a anemia de doenga inflamatéria também
estd associada ao progndstico reservado, em varias
doengas (Chikazawa e Dunning, 2016).

Verificou-se no inicio desvio a esquerda
regenerativo e depois o desvio a esquerda
degenerativo no dia do 6bito da paciente. Houve
diminui¢@o continua dos pardmetros eritrocitarios
durante o0s oito dias do internamento,
possivelmente devido a inflamag@o grave no figado
(necrose ¢ colestase).

Conclusiao

O presente relato sugere que inclusdes azul-
esverdeadas em neutrofilos de cdo estdo associadas
a mortalidade a curto prazo, decorrente de
insuficiéncia hepatica fulminante. Houve aumento
das enzimas hepaticas de escape e de colestase, ¢
do lactato sérico, contribuindo a rapida piora do
quadro clinico do animal. A paciente morreu em
menos de 48 horas ap6s a detec¢do das inclusdes,
indicando que o achado dos cristais pode ser
marcador de prognostico desfavoravel.

Como primeiro relato na medicina
veterinaria até o presente, este trabalho indica que
essas inclusdes sdo observadas em animais em
estado critico e, portanto, seu reconhecimento e
relato sdo de extrema importincia para alertar o

clinico sobre a gravidade e possivel morte iminente
do paciente.
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