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Resumo 
 

 

O linfoma representa um grupo heterógeno de neoplasias com origem na alteração maligna 

das células linfoides. Dependendo do tipo de células afetadas e do grau de desenvolvimento da doença, 

o linfoma pode apresentar diferentes comportamentos biológicos e prognósticos. 

Em cães, o linfoma é o tumor hematopoiético mais comum, apresentando várias semelhanças 
com o linfoma não-Hodgkin em humanos. Cerca de 70% dos casos de linfoma no cão têm origem em 

células B, sendo o linfoma B difuso de células grandes um dos subtipos mais comuns. 

Apesar do linfoma B difuso de células grandes constituir uma neoplasia de alto grau, tem-se 

verificado melhorias na abordagem terapêutica e consequentemente no prognóstico. Não obstante, a 

maioria dos cães que são submetidos a quimioterapia e atingem remissão completa, eventualmente 

apresentam uma recidiva tumoral. 

A avaliação do número de células neoplásicas que permanecem num paciente durante ou após 

ser submetido a tratamento, ou seja, o grau de doença mínima residual, permite correlacionar com a 
possibilidade de remissão clínica ou recidiva tumoral. Um aumento da quantificação da doença mínima 

residual durante o tratamento quimioterápico é indicativo de uma inadequada eficácia do mesmo. Por 

sua vez, caso se verifique o aumento da quantificação da doença mínima residual após tratamento, é 

possível inferir acerca de uma possível recidiva. 

A deteção da doença mínima residual em animais com linfoma B difuso de células grandes é 

feita com recurso a várias técnicas, no entanto, a citometria de fluxo demonstrou ser relevante em cães 

com a referida patologia. 
Em Medicina Veterinária, a citometria de fluxo tem-se revelado de grande utilidade na análise 

e caracterização imunofenotípica do linfoma maligno na espécie canina. Quanto ao linfoma B difuso de 

células grandes, esta técnica tem permitido avaliar a infiltração neoplásica em amostras de sangue 

periférico, medula óssea e linfonodos. 

 

 

 

 
 

Palavras-chave: Linfoma no cão, Linfoma B difuso de células grandes, Doença mínima residual, 

Citometria de fluxo 
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Abstract 
 

 

Lymphoma represents a heterogeneous group of neoplasms arising from the transformation of 

malignant lymphoid cells. Depending upon the type of cells affected and the degree of the development 

of the disease, lymphoma is associated with different behaviour and prognosis.  

In dogs, lymphoma is considered the most common hematopoietic malignant neoplasm, 
presenting several similarities with non-Hodgkin's lymphoma, in humans. About 70% of lymphoma 

cases may have originated in B cells with diffuse large B-cell lymphoma is one of the most common 

subtypes.  

Although diffuse large B-cell lymphoma is a high-grade neoplasia, improvements have been 

observed nowadays in treatment and therefore in its prognosis. However, most patients that undergo 

chemotherapy and achieve complete remission then might eventually relapse. 

The quantification of minimal residual disease which is the neoplastic cells that remain in a 

patient after or under a chemotherapy treatment, allows to correlate with clinical remission or relapse. If 
the quantification of minimal residual disease found to be high under therapy that indicates an 

inadequate treatment response. Otherwise if the quantification of minimal residual disease found to be 

high after therapy it could represent an eventual relapse. 

The quantification of minimal residual disease in animals with diffuse large B-cell lymphoma is 

performed by several different techniques, however, flow cytometry has demonstrated to be relevant in 

dogs with this specific neoplasm. 

In veterinary medicine, flow cytometry has shown to be very useful in the immunophenotypic 
analysis and characterization of lymphoma within dogs. About the diffuse large B cell lymphoma, these 

technique has allowed the evaluation of neoplasm infiltration in the peripheral blood, bone marrow and 

lymphnodes. 
 

 

 

 

 
Key-words: Canine lymphoma, Diffuse large B cell lymphoma, Minimal residual disease, Flow 

cytometry  
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Introdução 
 

Linfoma designa um conjunto heterogéneo de neoplasias caracterizadas pela proliferação 

neoplásica de células linfoides com distintas características morfológicas e imunofenotípicas (Poggi et 

al., 2013). Dependendo do tipo de células afetadas e do seu grau de envolvimento, esta malignidade 

linfoide pode ter diferentes comportamentos biológicos e prognósticos (Ilchyshyn, 2016).  

O linfoma representa uma das neoplasias mais diagnosticadas no cão (Yamazaki et al., 2010), 
constituindo cerca de 20% de todas as neoplasias caninas e aproximadamente 83% dos tumores 

hematopoiéticos (Poggi et al., 2013). Afeta cães de todas as raças e idades e o tratamento passa pela 

quimioterapia (Valli et al., 2013; Valli et al., 2011).  

O linfoma multicêntrico é a forma mais frequentemente diagnosticada, sendo que 70% dos 

casos tem origem em células B (Chalfon et al., 2019). O Linfoma B Difuso de Células Grandes – Diffuse 

Large B Cell Lymphoma (DLBCL) constitui um dos tumores mais investigados em Medicina Veterinária 

por ser o linfoma de células B mais comum e um dos mais agressivos que afeta a espécie canina 

(Aresu, 2016).  
Apesar da precocidade diagnóstica permitir a seleção de tratamentos mais efetivos, o 

diagnóstico clínico de linfoma constitui um processo complexo (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014). A 

avaliação citológica é um dos métodos padrão de diagnóstico desta neoplasia por ser um procedimento 

simples, minimamente invasivo, rápido e barato (Poggi et al., 2013). Contudo, nos últimos anos, a 

imunofenotipagem por Citometria de Fluxo (CF) surgiu como um método auxiliar útil para melhorar o 

diagnóstico citológico de linfoma na espécie canina (Gelain, Mazzilli, Riondato, Marconato, & Comazzi, 

2008; Poggi et al., 2013). Relativamente ao Linfoma B de Células Grandes – Large B Cell Lymphoma 
(LBCL), a citometria de fluxo demonstrou igualmente utilidade no diagnóstico e na quantificação da 

infiltração neoplásica (Riondato et al., 2017). 

Segundo Sato et al., 2011, o linfoma no cão constitui um dos tumores mais responsivos a 

tratamento quimioterápico, com uma taxa de resposta inicial de 69 a 94%. A quimioterapia constitui, 

deste modo, a abordagem terapêutica ideal para esta neoplasia, sendo o protocolo CHOP a primeira 

linha de tratamento (Sato et al., 2013).  

Apesar da evolução em termos de tratamento e, consequentemente, de prognóstico, muitos 

dos animais com linfoma B de células grandes submetidos a uma primeira linha de quimioterapia e que 
atingem a remissão clínica, eventualmente apresentam recidiva (Chalfon et al., 2019). A avaliação da 

Doença Residual Mínima (DRM) permite obter informação sobre o número de células neoplásicas 

linfoides, que sobrevivem a terapias anticancerígenas, sendo consideradas a origem de recidiva 

tumoral (Sato et al., 2011).  

A quantificação submicroscópica da doença mínima residual após terapia, apresenta uma 

relevância prognóstica em neoplasias de células B (Böttcher et al., 2013), sendo igualmente eficaz na 

avaliação da eficácia terapêutica em cães com DLBCL (Sato et al., 2011). Várias técnicas são utilizadas 

para deteção da DRM em cães com linfoma B difuso de células grandes, contudo a citometria de fluxo 
demonstrou ser uma técnica relevante em cães com a referida patologia (Riondato et al., 2016). 
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A presente dissertação traduz o culminar do Estágio Curricular do ciclo de estudos conducente 

ao grau de mestre em Medicina Veterinária, cuja componente prática assumiu a forma de estágio na 

área da Clínica de Animais de Companhia. Assim, será feita uma revisão bibliográfica sobre do papel 

da citometria de fluxo, na deteção da doença residual mínima, em cães diagnosticados com linfoma B 

difuso de células grandes. 
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LINFOMA NO CÃO 
 

Linfoma é um termo genérico que engloba um grupo de patologias heterógenas que resultam 

da transformação neoplásica dos linfócitos B e T nos seus diferentes estadios de desenvolvimento 

(Aresu, 2016). Representa uma das neoplasias mais diagnosticadas na espécie canina e mais 

frequentemente abordadas em oncologia Médica Veterinária (Zandvliet, 2016). 

O linfoma no cão é uma das neoplasias mais frequentes (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014; 
Seelig et al., 2016) e a neoplasia hematopoiética mais comum, apresentando uma taxa de incidência 

de 13 a 114 casos por 100 000 animais, por ano, segundo Zandvliet, 2016.  

Embora o linfoma possa afetar cães de qualquer raça ou idade (Valli et al., 2011) é mais comum 

em animais de meia-idade a idosos e está bastante reportado nas seguintes raças: Boxer, Bull mastiff, 

Basset hound, São Bernardo, Scottish terrier, Airedale, Golden retriever, Bulldog inglês (Johnston, 

Thamm, & Legutki, 2014) e Rottweiler (Zandvliet, 2016). Não existe predisposição sexual, no entanto 

fêmeas não castradas parecem ter um risco reduzido de incidência da doença (Zandvliet, 2016). 

Nas últimas décadas, a ocorrência de linfoma aumentou no cão e têm sido observadas 
inúmeras semelhanças com o linfoma não-Hodgkin em humanos (Joetzke et al., 2012; Richards & 

Suter, 2015), nomeadamente, em termos de apresentação clínica, comportamento biológico, 

tratamento e resposta ao mesmo (Zandvliet, 2016). Deste modo, devido às similaridades clínicas e 

patológicas, o cão tem sido utilizado como modelo de estudo do linfoma em oncologia humana 

(Johnston, Thamm, & Legutki, 2014). No entanto, devido à não padronização de protocolos de 

diagnóstico, estadiamento e tratamento em Medicina Veterinária, a comparação de resultados entre as 

espécies humana e canina torna-se difícil, reduzindo o valor científico do modelo canino para estudo 
do linfoma (Riondato et al., 2016). 

 
 

1. Classificação 
 
Os sistemas de classificação desenvolvidos para o diagnóstico de linfoma não-Hodgkin, em 

humanos, foram utilizados, nos últimos anos, por patologistas veterinários para classificar o linfoma 

maligno canino (Valli et al., 2011; Valli et al., 2013). São exemplos, o sistema de classificação de 

Rappaport (1966), the Working Formulation (National Cancer Institute, 1982) ou o sistema de Kiel 

(Fournel-Fleury et al., 1997). No entanto, os antigos sistemas de classificação baseavam-se apenas 

nas características morfológicas dos linfócitos malignos. Deste modo, e devido ao crescente 
conhecimento em aspetos imunológicos, histoquímicos, bem como na maturação e diferenciação de 

células linfoides e os avanços na quimioterapia, houve necessidade de desenvolver novos sistemas de 

classificação para o linfoma no cão (Valli et al., 2011).  

Apesar de se ter vindo a assistir, ao longo dos anos, a tentativas de classificação do linfoma 

multicêntrico segundo critérios citológicos, histológicos e imunofenotípicos, ainda não existe um 

consenso para um modelo único de classificação desta neoplasia (Proença, 2009).  
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1.1. Classificação anatómica e sinais clínicos 
 

Sendo o linfoma uma das neoplasias mais diagnosticadas no cão, a sua classificação de acordo 

com a localização anatómica dos órgãos afetados é bastante útil. Segundo esta classificação o linfoma 

pode ser divididos em multicêntrico, digestivo, mediastínico e extranodal (Ettinger, 2003). 

Na espécie canina, a forma multicêntrica constitui a apresentação mais comum desta patologia, 

com uma ocorrência estimada de 80% de todos os linfomas (Barber & Weishaar, 2016). Apesar da 
afeção dos linfonodos periféricos (linfadenomegalia superficial) constituir uma das alterações mais 

frequentemente detetadas pelos tutores, a maioria dos animais diagnosticados com linfoma 

multicêntrico apresenta linfadenomegalia generalizada e não dolorosa (Ettinger, 2003).  

Quando o linfoma desencadeia o aparecimento de sinais clínicos, estes são normalmente não 

específicos e incluem hiporexia, anorexia, perda de peso, vómitos, diarreia, poliúria, polidipsia, 

dispneia, efusão cavitária e febre. Pode ainda verificar-se hepatomegalia e esplenomegalia (Ettinger, 

2003).  

Os linfomas multicêntricos de alto grau, clinicamente agressivos e com um prognóstico 
desfavorável na ausência de tratamento são a forma mais frequentemente detetada. Os linfomas de 

baixo grau, por outro lado, são raros e caracterizam-se por um curso indolente (Poggi et al., 2016). O 

curso clínico do linfoma multicêntrico de alto grau depende de vários fatores, tais como, o estadiamento 

e subestadiamento clínico, imunofenotipagem e tratamento instituído (Marconato et al., 2013).  

 

 

1.1.1. Estadiamento segundo Organização Mundial de Saúde 
 

Atualmente, com o intuito de estadiamento do linfoma maligno no cão, aplica-se o sistema da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (Valli et al., 2011). Este, baseia-se não só em aspetos 
histológicos, como também imunofenotípicos (Comazzi & Gelain, 2011). Este estadiamento permite 

categorizar as neoplasias linfoides de acordo com o seu nível de diferenciação celular, o que 

providencia uma indicação prognóstica (Valli et al., 2013).  

Segundo a OMS, o linfoma pode ser estadiado em 5 estadios e 2 sub-estadios (Zandvliet, 

2016), conforme apresentado na tabela 1. Estadiar permite avaliar a extensão da doença (Ettinger, 

2003). A classificação em estadios depende do número e localização dos linfonodos afetados, 

envolvimento secundário do fígado e/ou baço, assim como, da infiltração neoplásica no sangue e/ou 

na medula óssea. Os sub-estadios, referem-se à presença ou ausência de sinais sistémicos (Zandvliet, 
2016). 
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Tabela 1 - Estadiamento de linfoma segundo Organização Mundial de Saúde (OMS). Adaptado de 

Ettinger, 2003 e Zandvliet, 2016. 

 
Estadio             

I Afeção de um único linfonodo 

II Alteração de vários linfonodos, numa mesma região anatómica 

III Linfadenopatia generalizada 

IV Envolvimento do fígado e/ou baço 

V Afeção sanguínea, da medula óssea e/ou outro tecido linfoide 

Subestadio 
a Ausência de sinais sistémicos 

b Presença de sinais sistémicos 

 

 
Deste modo, o estadiamento de um linfoma feito com base na classificação da OMS permite 

avaliar a extensão da doença e requer o conhecimento da história completa do animal, a realização de 

um exame físico completo e análises sanguíneas e da medula óssea. Recomenda-se a realização de 

testes laboratoriais adicionais e exames imagiológicos de forma a realizar um estadiamento mais 

completo e uma predição do prognóstico (Zandvliet, 2016). 

 

 

1.2. Classificação por imunofenótipo 
 
A determinação da classificação para linfoma, no cão, é fundamental não só na previsão do 

comportamento biológico da neoplasia e resposta à terapia, como também para orientar na escolha do 

melhor protocolo de tratamento (Poggi et al., 2013). 
A classificação mais comum para linfoma subdivide a neoplasia em linhagem das células B e 

T (Deravi et al., 2017), tendo em consideração aspetos morfológicos e imunofenotípicos (Poggi et al., 

2017), tal como apresentado no gráfico 1. A imunofenotipagem, ou seja, a classificação da neoplasia 

como sendo originária das células B ou T, constitui um fator preditivo de prognóstico (Poggi et al., 

2017). 
Cerca de 80 a 85% dos linfomas (Aniolek et al., 2014) e 70% dos linfomas multicêntricos que 

afetam a espécie canina têm origem em células B (Chalfon et al., 2019). De uma perspetiva 

prognóstica, este tipo de linfomas é, geralmente, mais quimiorresponsivo (Comazzi & Gelain, 2011).  
De entre os linfomas com origem em células B, o linfoma B difuso de células grandes (DLBCL) 

apresenta especial destaque por constituir a variante mais comum (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014; 

Aresu et al., 2018), tal como apresentado no gráfico 2. Segundo Seelig et al., 2016, na espécie canina, 

esta malignidade linfoide representa entre 47% a 56% de todos os linfomas e 73% dos linfomas de 



 

  9 

células B. Não obstante, alguns dos linfomas de células T são também diagnosticados e podem 

apresentar um curso clínico mais agressivo quando comparado com o de células B (Avery et al., 2014).  

Verifica-se, ainda, que alguns linfomas que não exibem a expressão de nenhum marcador 

celular definido, não sendo originários de células B ou T, ou, possuindo características de marcadores 

dos dois tipos de linfócitos (Aniolek et al., 2014). 

 

 
 

Gráfico 1 - Classificação imunofenotípica de linfoma no cão. O linfoma de células B constitui cerca de 

71% a 79% de todos os linfomas caninos, enquanto os linfomas com origem em células T apresenta 

uma incidência de cerca de 22 a 37,9%. Pode ainda ser constatada a presença de linfoma que não 

exibe a expressão de nenhum marcador celular definido, em 2 a 5% dos casos. Adaptado de Proença, 

2009. 

 
 

Gráfico 2 – Incidência de linfoma na espécie canina. O linfoma B difuso de células grandes (DLBCL) 

constitui o subtipo mais frequentemente diagnosticado. Adaptado de Seelig et al., 2016. 

(PTCL, NOS - Peripheral T-cell Lymphoma, Not Otherwise Specified; NMZL - Nodal Marginal Zone Lymphoma, TZL - T-zone 

Lymphoma; T-LBL - T-cell lymphoblastic lymphoma; MCL - Mantle Cell Lymphoma). 
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1.2.1. Linfoma B Difuso de Células Grandes (DLBCL) 
 

O linfoma B difuso de células grandes constitui um dos linfomas de células B mais agressivos. 

É um tumor heterógeno cujo diagnóstico não é possível pela avaliação morfológica ou imunofenotípica 

(Valli et al., 2011; Aresu, 2016). Apresenta um comportamento agressivo, podendo ser progressivo num 

curto período de tempo, daí a resposta terapêutica ser, por vezes, de difícil previsão (Aresu, 2016). 

Segundo Aresu, 2016, o DLBCL é provavelmente o tumor mais estudado em Medicina Veterinária por 
constituir um modelo para o estudo desta neoplasia em Medicina Humana. 

Pacientes com DLBCL, sejam da espécie canina ou humana, apresentam doença nodal ou 

extranodal rapidamente progressiva, geralmente indolor, com sinais clínicos que dependem do grau e 

da localização tumoral (Seelig et al., 2016). Clinicamente, cães afetados por esta neoplasia apresentam 

um aumento moderado a severo dos linfonodos periféricos (Aresu, 2016). 

 

 

1.2.1.1. Caracterização do tumor 
 
As características histológicas que definem este tipo de neoplasia são a proliferação difusa de 

células B grandes neoplásicas (Aresu, 2016), com núcleos uniformemente grandes e citoplasma 

escasso, tal como é visível na figura 1 (Valli et al., 2011).  

 A avaliação da taxa mitótica, ou seja, do nível de proliferação celular constitui um parâmetro 

que, embora variável em cães com DLBCL, permite inferir sobre o tempo médio de sobrevivência. 

Assim, quanto menor a taxa mitótica por campo, maior o tempo de sobrevivência e vice-versa (Valli et 

al., 2013). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 1 – Imagem histológica do linfoma B difuso de células grandes na espécie canina. Adaptado 

de Seelig et al., 2016. 
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O DLBCL pode ser dividido de acordo com o número e localização dos núcleos nas variantes 

centroblástica, imunoblástica e numa forma intermédia das duas (Valli et al., 2011; Seelig et al., 2016). 

A forma centroblástica é a mais frequente e caracteriza-se por uma proliferação difusa de células 

linfoides de tamanho médio a grande, não clivadas (Aresu, 2016), com múltiplos núcleos vesiculares 

ovais a redondos localizados na periferia celular (Valli et al., 2011), cromatina fina e citoplasma basófilo 

(Aresu, 2016; Seelig et al., 2016). A variante imunoblástica é menos frequente em cães e é considerada 

menos agressiva (Aresu, 2016). Caracteriza-se por apresentar tamanho semelhante à variante 
centroblástica, com núcleos vesiculares redondos a ovais (Seelig et al., 2016), um único nucléolo 

proeminente central (Valli et al., 2011) e a periferia citoplasmática de coloração basófilo (Seelig et al., 

2016). 

 

 

2. Diagnóstico 
 
O diagnóstico clínico de uma neoplasia constitui um processo complexo sendo geralmente 

iniciado pela interpretação de sintomatologia indicativa. Esta sintomatologia permite inferir sobre 

possíveis diagnósticos diferenciais e direcionar para a elaboração de exames de diagnóstico até 
determinação do diagnóstico definitivo (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014). Infelizmente, nenhum dos 

meios de diagnóstico é suficientemente completo ou sensível, sendo impreterível a combinação de 

vários meios existentes e o uso de várias técnicas disponíveis (Aniolek et al., 2014). 

Atualmente, a citologia constitui a abordagem primária a um animal com suspeita de linfoma 

não só pelo custo reduzido da técnica, mas também por ser minimamente invasiva e bem aceite pelos 

tutores (Comazzi et al., 2018). A informação obtida por uma citologia permite orientar acerca da 

abordagem diagnóstica a ser aplicada, na maioria dos casos (Aresu, 2016). No entanto, a diferenciação 

de células linfoides neoplásicas com recurso a esta técnica pode constituir um desafio devido às 
características morfológicas similares entre células neoplásicas (aumento de tamanho celular, 

citoplasma abundante e basófilo e núcleos clivados ou bilobados) e não neoplásicas (Riondato et al., 

2017). 

O recurso à análise citológica pode permitir chegar ao diagnóstico de linfoma, no entanto a 

determinação dos vários subtipos tumorais e a antecipação do seu comportamento biológico ainda 

constitui um desafio (Aresu, 2016). Assim, embora a citologia constitua uma técnica útil no diagnóstico 

de linfomas caninos de alto grau, a sua utilidade em linfomas de baixo grau e em proliferações linfoides 

atípicas é limitada (Zandvliet, 2016). 
A análise histopatológica permite o diagnóstico de linfomas de baixo grau. Em alguns casos, a 

realização de uma biópsia incisional pode ser suficiente, no entanto, pode ser necessário a realização 

de uma biópsia excisional, com remoção completa do linfonodo afetado (Zandvliet, 2016). 

Assim, e de modo a diminuir possíveis biópsias excisionais (Zandvliet, 2016), a técnica de 

citometria de fluxo surge como um método de imunofenotipagem e de diagnóstico dos subtipos de 
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linfoma no cão. Além disso, pode ainda ser usada para estadiamento tumoral e na avaliação da doença 

residual mínima após o tratamento (Comazzi et al., 2018). 

Relativamente ao diagnóstico definitivo de linfoma B difuso de células grandes, o exame 

histopatológico dos tecidos afetados é altamente preditivo, tanto em Medicina Humana como em 

Veterinária (Seelig et al., 2016). Contudo, o uso da técnica de citometria de fluxo demonstrou ter 

relevância neste tipo de neoplasia permitindo o estudo do envolvimento sanguíneo periférico (SP), 

assim como, da infiltração neoplásica na medula óssea (MO) e linfonodos (Riondato et al., 2016).  
 

 

2.1. Citometria de Fluxo 
 

Em Medicina Humana, a citometria de fluxo constitui um método de referência para análise 

imunofenotípica de leucemia aguda e linfoma (Culmsee, Simon, Mischke, & Nolte, 2001). Atualmente, 

em Medicina Veterinária, tem vindo a demonstrar uma grande utilidade na análise e caracterização 

imunofenotípica do linfoma maligno na espécie canina (Culmsee & Nolte, 2002), uma vez que a 

subclassificação imunofenotípica constitui um dos principais indicadores de prognóstico desta 

neoplasia linfoide (Thalheim, Williams, Borst, Fogle, & Suter, 2013). 
A técnica de citometria de fluxo consiste na medição de um grande número de células e na 

análise de múltiplos parâmetros em células individuais (tamanho, complexidade e características de 

fluorescência) (Comazzi & Gelain, 2011; Joetzke et al., 2012). O princípio desta técnica consiste na 

análise de partículas suspensas num meio líquido em fluxo, que passam através de uma fonte de luz 

(laser). De referir que, esta técnica permite a medição de múltiplos parâmetros não só celulares, como 

também de cromossomas, proteínas ou ácidos nucleicos, desde que suspensos num fluido (Wilkerson, 

2012). 

A CF constitui a técnica ideal para a análise de suspensões celulares por meio de um foco 
hidrodinâmico em fluxo laminar. Assim, células individuais são estudadas, separadamente, por um laser 

e os dados relativos à dispersão e propriedades de fluorescência são armazenadas para análise futura 

(Comazzi & Gelain, 2011). 

A técnica de imunofenotipagem por CF pode ser realizada a partir de amostras de sangue ou 

outros fluidos corporais, armazenadas em tubo com EDTA para posterior processamento (Aniolek et 

al., 2014). Em amostras obtidas por aspiração por agulha fina procede-se à suspensão da amostra 

numa solução tampão salina fosfatada, ou seja, em meio RPMI1640. Normalmente, duas ou três 

aspirações são suficientes para colher pelo menos 5000 células/ml em 0,5ml de solução. A amostra 
deve ser refrigerada para posterior transporte e recomenda-se a análise da mesma dentro de 24 horas 

(Comazzi & Gelain, 2011). 

A imunofenotipagem com recurso a esta técnica envolve a identificação de proteínas 

(antigénios) presentes na superfície de membrana ou no citoplasma de uma população de células. 

Estes antigénios são classificados segundos a nomenclatura de diferenciação (Cluster of Differentiation 

- CD) e a sua expressão pode ser específica de uma linhagem de células ou de células num 
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determinado estadio de desenvolvimento (Ilchyshyn, 2016). Os antigénios são detetados com recurso 

a anticorpos monoclonais (Culmsee & Nolte, 2002), ou seja, anticorpos que se ligam a epítopos em 

antigénios CD específicos e que, por sua vez, se encontram ligados a fluorocromos. Os fluorocromos 

são substâncias químicas que emitem luz de um comprimento de onda específico quando estimulados 

por uma fonte luminosa (Ilchyshyn, 2016). 

Em contraste com outras técnicas, a CF apresenta como vantagem poder ser realizada a partir 

de células obtidas por punção por agulha fina, evitando-se a utilização de métodos mais invasivos, 
dispendiosos e que possam requerer sedação ou anestesia (Thalheim, Williams, Borst, Fogle, & Suter, 

2013). 

Contrariamente aos métodos de imunofenotipagem, a CF é fácil de realizar e é possível a 

obtenção de resultados num curto período de tempo. Contudo, o custo inerente ao equipamento e à 

técnica, não permite a sua disponibilidade em muitos dos laboratórios de diagnóstico veterinários 

(Comazzi & Gelain, 2011). 

 

 

2.1.1. Aplicações da Citometria de Fluxo 
 
Em doenças linfoproliferativas, a identificação de antigénios de superfície ou de citoplasma por 

citometria de fluxo auxilia na subclassificação de linfoma e permite revelar a expressão de antigénios 

aberrantes e com importante significado prognóstico (Ilchyshyn, 2016). 

A avaliação da linhagem celular, ou seja a classificação em células T, B ou natural killer (NK), 

constitui uma das aplicações da CF e baseia-se na avaliação de marcadores de membrana. Os 

marcadores de células linfoides B são CD20, CD21, CD79a, IgM ou IgG (Comazzi & Gelain, 2011), 

CD19 e CD22 (Aniolek et al., 2014). Cerca de 10% dos linfomas de células B apresentam, ainda, a 

expressão de CD34 (Ilchyshyn, 2016).  
A CF permite a deteção da expressão de antigénios aberrantes em células B e T (Thalheim, 

Williams, Borst, Fogle, & Suter, 2013), que se encontra descrito como associado a um mau prognóstico 

(Gelain, Mazzilli, Riondato, Marconato, & Comazzi, 2008). 

Consoante o tipo de célula linfoide avaliado por CF, os fluorocromos presentes nos diferentes 

antigénios são expressos em diferentes intensidades, o que permite inferir sobre o grau de 

diferenciação tumoral (Wilkerson, 2012). Assim, consoante o grau de diferenciação das células 

neoplásicas, verifica-se a expressão de diferentes antigénios que são indicativos do estadio de 

desenvolvimento tumoral. Por exemplo, em linfócitos B verifica-se a expressão de CD79a e CD20 em 
todos os estadios de maturação, enquanto a expressão de CD21 e imunoglobulinas de superfície (Ig) 

apenas se verificam em linfócitos B maduros (Comazzi & Gelain, 2011). 

Outra utilidade da CF relativamente a outras técnicas de imunofenotipagem é a capacidade de 

quantificar a expressão antigénica (Comazzi & Gelain, 2011). A quantificação dos antigénios em 

linfócitos é de grande importância na determinação da patogénese da doença e na abordagem 

terapêutica a ser instituída. A CF permite a medição de células com baixa expressão antigénica 
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permitindo, assim, a sua avaliação, estadiamento e identificação da doença mínima residual (Gelain, 

Mazzilli, Riondato, Marconato, & Comazzi, 2008). 

 Em Medicina Veterinária, a CF tem apresentado um valor limitado na classificação das 

entidades de linfoma devido à ausência de anticorpos específicos para os diferentes graus de 

maturação celular e de anticorpos marcados com diferentes fluorocromos (Culmsee & Nolte, 2002; 

Comazzi et al., 2018). 

 
 

2.1.2. Utilidade da Citometria de Fluxo em Linfoma no cão 
 

Um dos objetivos da imunofenotipagem por citometria de fluxo consiste na determinação do 

tipo de linfócito contido numa amostra. Este método permite uma avaliação rápida, quantitativa e 

qualitativa, da população de células hematopoiéticas e permite determinar quais os linfócitos 

neoplásicos (Aniolek et al., 2014).  

Segundo a literatura, em canídeos diagnosticados com linfoma, diferentes técnicas têm sido 

utilizadas para avaliar a infiltração neoplásica em amostras de sangue periférico, linfonodos e medula 

óssea. De entre as técnicas referidas, destacam-se a citologia, citometria de fluxo ou Polymerase chain 

reaction for antigen receptor rearrangements (PARR). A citometria de fluxo tem sido cada vez mais 

utilizada em Medicina Veterinária (Thalheim, Williams, Borst, Fogle, & Suter, 2013), constituindo uma 

ferramenta para determinação imunofenotípica de linfoma no cão (Joetzke et al., 2012). 

O linfoma B de células grandes caracteriza-se por células de médio a grande tamanho que 

expressam CD21 por citometria de fluxo. Para além disto, esta neoplasia é positiva na expressão dos 

marcadores CD20 (Comazzi et al., 2018) e CD79a (Ilchyshyn, 2016) e negativa para CD3 (Comazzi et 

al., 2018). A deteção de IgH (immunoglobulin heavy chain) por CF representa, ainda, um alvo molecular 

útil para o diagnóstico de DLBCL (Aresu et al., 2014). Animais diagnosticados com esta neoplasia 
apresentam moléculas de MHC (Major Histocompatibility Complex) variável, embora geralmente se 

verifique a expressão da classe II (Rout & Avery, 2017). 

 

 

3. Tratamento 
 

Sendo o linfoma uma doença sistémica e, na maioria dos casos, uma neoplasia 

quimiossensível, a quimioterapia sistémica constitui a opção terapêutica mais adequada. Sem 

tratamento, a maioria dos cães com linfoma morre entre 4 a 6 semanas (Ettinger, 2003). 

 O tratamento recomendado para cães com linfoma é o protocolo CHOP, constituído pelos 
seguintes agentes quimioterápicos: ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona (Ettinger, 

2003) e, ao qual pode ser adicionado L-aspariginase (L-CHOP) (Zandvliet, 2016). O protocolo CHOP, 

normalmente, resulta em altas e longas taxas de resposta, constituindo um dos protocolos mais usados 

para linfomas de alto grau no cão (Zandvliet, 2016). 
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O protocolo COP (vincristina, doxorrubicina, ciclofosfamida), em altas doses, constitui outra 

opção terapêutica (Sirivisoot et al., 2018). Segundo Sirivisoot et al., 2018, cães com linfoma 

multicêntrico cujo tratamento envolva o protocolo COP ou L-COP, apresentam uma taxa de remissão 

de 70 - 80% e uma média de tempos de sobrevivência de 6 - 7 meses. O tratamento com L-CHOP, por 

sua vez, demonstrou uma taxa de resposta de 90 - 100% e uma média dos tempos de sobrevivência 

de 12 meses (Ettinger, 2003). 

Dependendo do protocolo quimioterápico escolhido, o tempo médio de sobrevivência pode 
variar entre 6 e 12 meses (Ettinger, 2003). A recorrência desta neoplasia é frequente em canídeos e 

em apenas cerca de 20% dos casos a taxa de sobrevivência é superior a 2 anos (Sato et al., 2013).  

O objetivo da implementação de um protocolo quimioterápico é uma remissão da doença 

superior a 6 meses e/ou a re-indução de uma remissão após uma ou mais recaídas. Para além disto, 

a aplicação de um protocolo de tratamento quimioterápico tem como objetivo providenciar uma boa 

qualidade de vida ao animal, assim como, a remissão dos sinais clínicos (Ettinger, 2003). 

Em cães com linfoma B de células grandes o protocolo CHOP, ao qual pode ser associada a 

administração de L-Asparaginase, é igualmente considerado o tratamento mais eficaz. Segundo 
Comazzi et al., 2018, a taxa de remissão completa de cães submetidos a tratamento quimioterápico 

ronda os 80 - 85%. 
Atualmente, segundo Chalfon et al., 2019 e Aresu et al., 2014, graças aos desenvolvimentos 

terapêuticos, cães com DLBCL apresentam melhorias em termos prognósticos. No entanto, grande 

parte dos animais submetidos a quimioterapia de primeira linha e que alcançam remissão clínica, 

acabam por recidivar (Comazzi et al., 2018). Tal, deve-se à presença continuada de células malignas 

no animal, o que coloca cães afetados com DLBCL em risco de recidiva e consequentemente origina 
uma ineficácia do tratamento (Aresu et al., 2014). Assim, o desafio em animais diagnosticados com 

DLBCL consiste na deteção e erradicação completa das células tumorais residuais, melhorando assim 

o prognóstico (Aresu et al., 2014).  

 

 

4. Doença Residual Mínima 
 

A diretriz RECIST - Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, baseia-se num conjunto de 

critérios que permitem determinar a redução tumoral e a progressão da doença de modo a inferir sobre 

a da carga tumoral num paciente submetido a tratamento oncológico. Deste modo, segundo RECIST, 

relativamente à avaliação dos critérios de resposta tumoral, define-se como resposta completa ao 
tratamento quando se verifica o desaparecimento de todas as lesões, alvo e não-alvo, normalização 

dos marcadores tumorais e normalização dos linfonodos para um tamanho não patológico, ou seja, 

eixo curto < 10 mm (Eisenhauer et al., 2008).  

Em cães com linfoma multicêntrico, o tamanho dos linfonodos periféricos constitui um dos 

parâmetros de avaliação de resposta ao tratamento quimioterápico (Chalfon et al., 2019). Os protocolos 

da Veterinary Cooperative Oncology Group (VCOG) destinam-se ao uso em cães e a avaliação da 
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linfadenopatia periférica constitui o principal componente de avaliação da doença (Vail et al., 2009). 

Segundo a VCOG, define-se remissão clínica como a regressão de todos os linfonodos periféricos 

afetados para um tamanho considerado fisiológico (Chalfon et al., 2019).  

O número de células neoplásicas remanescentes (Comazzi & Gelain, 2011), designada como 

Doença Residual Mínima (DRM), após a remissão clínica, pode implicar uma recidiva tumoral. A 

medição da doença residual mínima pode providenciar informações referentes à presença de células 

neoplásicas remanescentes, mesmo durante a fase de remissão clínica (Gentilini et al., 2013; Comazzi 
et al., 2018). 

Atualmente, devido à evolução dos protocolos terapêuticos, pacientes com linfoma de células 

B podem alcançar remissões clínicas completas. No entanto, as recidivas ocorrem mesmo em 

pacientes com respostas terapêuticas completas, o que sugere a persistência de células neoplásicas 

em níveis submicroscópicos. Pacientes com células linfoides residuais detetáveis, mesmo em níveis 

muito baixos, acarretam um risco aumentado de recidiva da doença (Böttcher et al., 2013). 

Várias técnicas, tais como a citometria de fluxo e Polymerase chain reaction for antigen receptor 

rearrangements (PARR), têm sido usadas para deteção da DRM (Comazzi et al., 2018). Contrariamente 
à CF que constitui um método imunológico, a PARR constitui um método molecular de deteção da DRM 

(Aresu, 2016), apresentando como vantagens o facto de ser mais sensível que a CF na deteção da 

presença de células neoplásicas (Riondato et al., 2016) e a facilidade de interpretação dos resultados 

(Aresu, 2016). Contudo, segundo Aresu, 2016, na avaliação da DRM em cães com DLBCL a PARR 

demonstrou ser uma técnica morosa e relativamente trabalhosa. 

A CF tem demonstrado ser relevante em cães com linfoma B de células grandes (Riondato et 

al., 2016), devido à facilidade de execução e à rapidez com que produz resultados. Para além disto, 
constitui uma técnica com inúmeras aplicabilidades (Aresu, 2016), com grande capacidade de deteção 

(Comazzi & Gelain, 2011), não muito dispendiosa e, com capacidade de distinguir entre células viáveis 

e não viáveis e células residuais (Aresu et al., 2014). Em DLBCL, a citometria de fluxo apresenta grande 

utilidade na deteção da DRM através da avaliação do envolvimento neoplásico em amostras de gânglio 

linfático, sangue e medula óssea (Comazzi & Gelain, 2011). 

A deteção da DRM, por CF, em canídeos diagnosticados com linfoma de células B de alto grau 

e previamente sujeitos a quimioterapia, é possível ser realizada em amostras de sangue e medula 

óssea, pela capacidade de dispersão e imunofenótipo destas células. Em contraste, o uso de CF na 
deteção de DRM no linfoma de células pequenas é limitada pela dificuldade em diferenciar linfócitos 

normais dos neoplásicos, em especial na presença de fenótipos aberrantes (Comazzi & Gelain, 2011). 

A avaliação da DRM é cada vez mais usada para adequar a intensidade do tratamento em 

pacientes individuais, de acordo com as probabilidades de recidiva do mesmo. Além disso, a 

caracterização da DRM é também uma ferramenta atrativa para entender melhor os mecanismos de 

resistência à terapia e desenvolver novos protocolos de tratamento (Böttcher et al., 2013).  
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a. Infiltração linfoide neoplásica da medula óssea por Citometria de Fluxo 

 

No linfoma não-Hodgkin, em Medicina Humana, a avaliação da infiltração da medula óssea 

constitui um aspeto fundamental para o estadiamento da neoplasia (Marconato et al., 2013).  

Em Medicina Veterinária a avaliação do envolvimento da medula óssea constitui igualmente 

um parâmetro essencial para um correto estadiamento. De acordo com os critérios de estadiamento da 

OMS, cães com linfoma B difuso que apresentem envolvimento da medula óssea, inserem-se no 
estadio V da doença com uma esperança média de vida mais reduzida quando comparados com 

animais no estadio III a IV (Marconato et al., 2013). 

Embora o exame histopatológico de medula óssea seja o meio de diagnóstico de eleição para 

avaliação do envolvimento neoplásico, com o recurso à citometria de fluxo é possível obter resultados 

com maior sensibilidade na deteção do envolvimento medular mínimo (Marconato et al., 2013). 

Segundo Marconato et al., 2013, o uso da CF, desde que usada em conjugação com a histopatologia, 

permite melhorar até 10% a taxa de deteção de linfoma na espécie canina. 

Apesar da avaliação do envolvimento neoplásico da MO na espécie canina, não ser feito por 
rotina para o estadiamento de animais com linfoma, pode demonstrar utilidade em questões 

relacionadas com o tratamento e prognóstico (Marconato et al., 2013). De facto, a ausência de 

infiltração medular foi associada, em 95% dos casos, a uma taxa de sobrevida superior a 2 anos (Martini 

et al., 2018). 

Em cães com DLBCL, maiores percentagens de infiltração neoplásica da MO foram associadas 

a tempos de progressão da doença e tempos de sobrevivência mais curtos. Deste modo, a taxa de 

infiltração medular é considerada um indicador de mau prognóstico (Marconato et al., 2013).  
A avaliação da infiltração neoplásica na MO, por CF, é possível a partir da quantificação da 

percentagem de células B positivas para CD45 (antigénio leucocitário comum) (Riondato et al., 2016) 

e para CD21 (Martini et al., 2013). Segundo o estudo realizado por Marconato et al., 2013, em cães 

com uma infiltração neoplásica ≥1%, a probabilidade de progressão da doença é 6.7 vezes superior e 

a probabilidade de reaparecimento tumoral e, consequentemente, morte é 3.4 vezes superior 

comparativamente a cães com uma infiltração neoplásica <1%. Por sua vez, apenas uma infiltração 

neoplásica de 3% é considerada clinicamente relevante em cães com DLBCL (Riondato et al., 2016; 

Aresu, 2016).  
A determinação do número de mitoses foi considerada um fator de variação do tempo médio 

de sobrevivência em cães com DLBCL (Aresu, 2016). Deste modo, cães que tenham sido submetidos 

a tratamento quimioterápico e com menos de 20 mitoses por campo de grande ampliação (400x) 

apresentam um  tempo médio de sobrevivência de 188 dias, enquanto animais com um número superior 

a 20 mitoses por campo de grande ampliação (400x) apresentam em média 31 dias de sobrevivência 

(Valli et al., 2013; Aresu, 2016). 
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b. Infiltração linfoide neoplásica do sangue periférico por Citometria de Fluxo 

 

A deteção da doença residual mínima, por CF, em amostras de sangue periférico de animais 

previamente sujeitos a tratamento quimioterápico pode ser útil na avaliação da eficácia do mesmo 

(Aresu et al., 2014), uma vez que é possível a deteção inicial do crescimento de células tumorais, o 

que eventualmente leva a uma recidiva clínica (Sato et al., 2011). Permite, também, selecionar cães 

que possam beneficiar da quimioterapia de consolidação, apesar da remissão completa, determinada 
clinicamente (Aresu et al., 2014). 

A infiltração neoplásica em amostras de sangue periférico é considerada positiva quando a 

percentagem de células com expressão de CD21+, numa população total de células CD45+, é superior 

a 1% (Aresu et al., 2014).  

Estudos indicam que a infiltração neoplásica no sangue periférico encontra-se diretamente 

relacionada com a infiltração na medula óssea (Marconato et al., 2013; Martini et al., 2018).  

No entanto, ainda não existe consenso relativamente à relevância clínica da infiltração 

neoplásica em sangue periférico em cães com LBCL, contrariamente à quantificação da infiltração na 
MO (Riondato et al., 2017).  

 

 

c. Infiltração linfoide neoplásica em linfonodos por Citometria de Fluxo 

 

A deteção da doença residual mínima por citometria de fluxo pode ser realizada a partir de 

amostras de punções aspirativas de linfonodos. A avaliação da infiltração de células que expressam 

CD21+ por CF permite inferir sobre o tempo de recidiva, ou seja, o período compreendido entre a 

deteção da DRM e a recidiva clínica após tratamento (Chalfon et al., 2019). Cães com linfoma B das 

células grandes apresentam um tempo médio de recaída de 154 dias, com variações dependendo da 
celularidade da amostra e do nível de infiltração neoplásica (Chalfon et al., 2019). 

Segundo o estudo realizado por Chalfon et al., 2019, a partir de amostras de linfonodos, cães 

com DRM > 0,5% após tratamento apresentam uma recorrência precoce, ou seja, um tempo de recidiva 

mais curto comparativamente a animais com DRM ≤ 0,5%. Assim, cães com DRM > 0,5%, após 

tratamento, apresentam um tempo de recidiva médio de 118 dias, enquanto em animais com DRM ≤ 

0,5% se verifica uma variação nos tempos de recidiva de 195 a 429 dias (Chalfon et al., 2019). Tal, 
levanta a hipótese que a avaliação da DRM em linfonodos poderia representar um bom indicador para 

avaliar o risco de recidiva e também auxiliar na decisão do melhor intervalo de monitoração da doença 

(Chalfon et al., 2019). 

A avaliação da DRM por CF em punções aspirativas de linfonodos em cães com LBCL e em 

remissão clínica constitui uma ferramenta útil para prever o tempo de recidiva. A infiltração de células 

com expressão de CD21+ após tratamento constitui um fator de prognóstico desfavorável (Chalfon et 

al., 2019). Assim, a deteção de DRM é considerada positiva nestas amostras quando pelo menos 1% 

das células grandes expressam CD21+ por CF (Aresu et al., 2014). 
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4.1. Limitações da Citometria de Fluxo para deteção da Doença Residual Mínima  
 

A quantificação da DRM demonstrou ter utilidade na avaliação do risco de recidiva tumoral, 

mesmo em cães que ainda se apresentam clinicamente em fase de remissão (Chalfon et al., 2019). No 

entanto, caso a percentagem de células neoplásicas seja baixa, a CF pode ser insuficiente na deteção 

de alguns casos de DRM e pode ser necessário recorrer a outros métodos tal como a PARR (Aresu et 

al., 2014). A PARR é uma técnica mais sensível comparativamente à CF na deteção de infiltrações 
neoplásicas no momento do diagnóstico, contudo resultados PARR falsos negativos também são 

reportados em cães com linfoma. Tal, significa que casos de infiltração medular ou no sangue periférico 

não devem ser excluídos com base em resultados PARR negativos (Riondato et al., 2016). 

Em Medicina Veterinária, o uso da técnica de CF necessita de otimização através do 

desenvolvimento de um painel mais amplo de anticorpos marcadores específicos da espécie canina 

(Comazzi & Gelain, 2011). O painel limitado de anticorpos disponível atualmente compromete a 

sensibilidade da técnica de CF, não permitindo a deteção de algumas das células malignas (Aresu et 

al., 2014).  
Para diagnóstico de linfoma, é recomendado determinar o fenótipo recorrendo à maior gama 

de anticorpos disponíveis. No entanto, o uso da técnica de citometria de fluxo para deteção de linfoma 

é limitada pelo facto de linfócitos neoplásicos não possuírem o mesmo fenótipo que os seus 

equivalentes não neoplásicos. Os linfócitos neoplásicos podem exibir marcadores de superfície 

inapropriados ao nível de diferenciação ou exibir marcadores que não se encontrem conectados a 

células neoplásicas (Aniolek et al., 2014). 

A avaliação citológica deve sempre ser realizada conjuntamente com CF, com o objetivo de 
confirmar os resultados obtidos e avaliar possíveis anomalias de outras populações celulares (Riondato 

et al., 2017).  
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Conclusão 
 

A citometria de fluxo constitui uma técnica com ampla aplicabilidade, permitindo a obtenção de 

resultados relativamente rápidos e a um custo acessível (Aresu et al., 2014). Tem-se revelado útil no 

diagnóstico de linfoma no cão contribuindo não só para a avaliação da linhagem celular como também 

da doença residual mínima (Comazzi & Gelain, 2011). Canídeos com um elevado nível de doença 

residual mínima, detetável por CF, apresentam um prognóstico desfavorável (Sato et al., 2013).  
O período entre a remissão clínica e uma possível recidiva é imprevisível (Chalfon et al., 2019). 

No entanto, a deteção, monitorização e quantificação da doença residual mínima demonstrou ter 

utilidade no estudo de possíveis pacientes recidivantes e na respetiva adequação de tratamentos e 

determinação prognóstica (Gentilini et al., 2013). A análise da DRM por CF em cães com linfoma B 

difuso de células grandes pode ser realizada a partir de amostras de medula óssea, sangue periférico 

e/ou linfonodos e permite inferir acerca do tempo de recidiva e, consequentemente, do prognóstico 

(Aresu et al., 2014).  

Em suma, cães com linfoma B difuso de células grandes que são submetidos a tratamento 
quimioterápico podem recidivar. As recidivas constituem a maior causa de falha ao tratamento e, 

consequentemente, levam a uma diminuição da taxa de sobrevivência. Desta forma, a monitorização 

da doença residual mínima é crucial, desempenhando a técnica de citometria de fluxo um papel 

essencial na avaliação da infiltração neoplásica em cães com a referida patologia. 
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