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Resumo

O linfoma representa um grupo heterégeno de neoplasias com origem na alteragdo maligna
das células linfoides. Dependendo do tipo de células afetadas e do grau de desenvolvimento da doenga,
o linfoma pode apresentar diferentes comportamentos biolégicos e prognosticos.

Em caes, o linfoma é o tumor hematopoiético mais comum, apresentando varias semelhancgas
com o linfoma n&o-Hodgkin em humanos. Cerca de 70% dos casos de linfoma no céo tém 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 terapéutica e consequentemente no prognoéstico. Nao obstante, a
maioria dos caes que sdo submetidos a quimioterapia e atingem remissdo completa, eventualmente
apresentam uma recidiva tumoral.

A avaliagao do numero de células neoplasicas que permanecem num paciente durante ou apos
ser submetido a tratamento, ou seja, o grau de doenca minima residual, permite correlacionar com a
possibilidade de remisséo clinica ou recidiva tumoral. Um aumento da quantificagdo da doenga minima
residual durante o tratamento quimioterapico é indicativo de uma inadequada eficacia do mesmo. Por
sua vez, caso se verifigue o aumento da quantificagdo da doenga minima residual apds tratamento, é
possivel inferir acerca de uma possivel recidiva.

A detegao da doenga minima residual em animais com linfoma B difuso de células grandes é
feita com recurso a varias técnicas, no entanto, a citometria de fluxo demonstrou ser relevante em cies
com a referida patologia.

Em Medicina Veterinaria, a citometria de fluxo tem-se revelado de grande utilidade na analise
e caracterizagao imunofenotipica do linfoma maligno na espécie canina. Quanto ao linfoma B difuso de
células grandes, esta técnica tem permitido avaliar a infiltragdo neoplasica em amostras de sangue

periférico, medula éssea e linfonodos.

Palavras-chave: Linfoma no céo, Linfoma B difuso de células grandes, Doenga minima residual,

Citometria de fluxo



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



Introducao

Linfoma designa um conjunto heterogéneo de neoplasias caracterizadas pela proliferagéo
neoplasica de células linfoides com distintas caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas (Poggi et
al., 2013). Dependendo do tipo de células afetadas e do seu grau de envolvimento, esta malignidade
linfoide pode ter diferentes comportamentos biolégicos e prognésticos (lichyshyn, 2016).

O linfoma representa uma das neoplasias mais diagnosticadas no cao (Yamazaki et al., 2010),
constituindo cerca de 20% de todas as neoplasias caninas e aproximadamente 83% dos tumores
hematopoiéticos (Poggi et al., 2013). Afeta cées de todas as ragas e idades e o tratamento passa pela
quimioterapia (Valli et al., 2013; Valli et al., 2011).

O linfoma multicéntrico € 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 Veterinaria
por ser o linfoma de células B mais comum e um dos mais agressivos que afeta a espécie canina
(Aresu, 2016).

Apesar da precocidade diagnostica permitir a selegdo de tratamentos mais efetivos, o
diagndstico clinico de linfoma constitui um processo complexo (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014). A
avaliagédo citoldégica é um dos métodos padréo de diagndstico desta neoplasia por ser um procedimento
simples, minimamente invasivo, rapido e barato (Poggi et al., 2013). Contudo, nos ultimos anos, a
imunofenotipagem por Citometria de Fluxo (CF) surgiu como um método auxiliar util para melhorar o
diagnostico citoldgico 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 diagndstico e na quantificagdo da
infiltragao neoplasica (Riondato et al., 2017).

Segundo Sato et al., 2011, o linfoma no cdo constitui um dos tumores mais responsivos a
tratamento quimioterapico, com uma taxa de resposta inicial de 69 a 94%. A quimioterapia constitui,
deste modo, a abordagem terapéutica ideal para esta neoplasia, sendo o protocolo CHOP a primeira
linha de tratamento (Sato et al., 2013).

Apesar da evolugdo em termos de tratamento e, consequentemente, de progndstico, muitos
dos animais com linfoma B de células grandes submetidos a uma primeira linha de quimioterapia e que
atingem a remisséo clinica, eventualmente apresentam recidiva (Chalfon et al., 2019). A avaliagao da
Doenga Residual Minima (DRM) permite obter informagdo sobre o nimero de células neoplasicas
linfoides, que sobrevivem a terapias anticancerigenas, sendo consideradas a origem de recidiva
tumoral (Sato et al., 2011).

A quantificagdo submicroscopica da doenca minima residual apds terapia, apresenta uma
relevancia progndéstica em neoplasias de células B (Bottcher et al., 2013), sendo igualmente eficaz na
avaliagao da eficacia terapéutica em cdes com DLBCL (Sato et al., 2011). Varias técnicas séo utilizadas
para detegdo da DRM em caes com linfoma B difuso de células grandes, contudo a citometria de fluxo

demonstrou ser uma técnica relevante em cées com a referida patologia (Riondato et al., 2016).



A presente dissertagao traduz o culminar do Estagio Curricular do ciclo de estudos conducente
ao grau de mestre em Medicina Veterinaria, cuja componente pratica assumiu a forma de estagio na
area da Clinica de Animais de Companhia. Assim, sera feita uma revisao bibliografica sobre do papel
da citometria de fluxo, na detegéo da doenga residual minima, em caes diagnosticados com linfoma B

difuso de células grandes.



LINFOMA NO CAO

Linfoma é um termo genérico que engloba um grupo de patologias heterégenas que resultam
da transformacgéo neoplasica dos linfocitos 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 Veterinaria (Zandvliet, 2016).

O linfoma no céo é uma das neoplasias mais frequentes (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014;
Seelig et al., 2016) e a neoplasia hematopoiética mais comum, apresentando uma taxa de incidéncia
de 13 a 114 casos por 100 000 animais, por ano, segundo Zandvliet, 2016.

Embora o linfoma possa afetar cies de qualquer raga ou idade (Valli et al., 2011) € mais comum
em animais de meia-idade a idosos e esta bastante reportado nas seguintes ragas: Boxer, Bull mastiff,
Basset hound, Sdo Bernardo, Scottish terrier, Airedale, Golden retriever, Bulldog inglés (Johnston,
Thamm, & Legutki, 2014) e Rottweiler (Zandvliet, 2016). N&o existe predisposigdo sexual, no entanto
fémeas néao castradas parecem ter um risco reduzido de incidéncia da doencga (Zandvliet, 2016).

Nas ultimas décadas, a ocorréncia de linfoma aumentou no cdo e tém sido observadas
inumeras semelhangas com o linfoma nao-Hodgkin em humanos (Joetzke et al., 2012; Richards &
Suter, 2015), nomeadamente, em termos de apresentagdo clinica, comportamento bioldgico,
tratamento e resposta ao mesmo (Zandvliet, 2016). Deste modo, devido as similaridades clinicas e
patolégicas, o cao tem sido utilizado como modelo de estudo do linfoma em oncologia humana
(Johnston, Thamm, & Legutki, 2014). No entanto, devido a ndo padronizagdo de protocolos de
diagnéstico, estadiamento e tratamento em Medicina Veterinaria, a comparagéo de resultados entre as
espécies humana e canina torna-se dificil, reduzindo o valor cientifico do modelo canino para estudo
do linfoma (Riondato et al., 2016).

1. Classificacao

Os sistemas de classificagdo desenvolvidos para o diagnostico de linfoma nao-Hodgkin, em
humanos, foram utilizados, nos Ultimos anos, por patologistas veterinarios para classificar o linfoma
maligno canino (Valli et al., 2011; Valli et al., 2013). Sdo exemplos, o sistema de classificagdo 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 classificagao baseavam-se apenas
nas caracteristicas morfologicas dos linfécitos malignos. Deste modo, e devido ao crescente
conhecimento em aspetos imunolégicos, histoquimicos, bem como na maturagéo e diferenciagéo de
células linfoides e os avancgos na quimioterapia, houve necessidade de desenvolver novos sistemas de
classificagéo para o linfoma no céo (Valli et al., 2011).

Apesar de se ter vindo a assistir, ao longo dos anos, a tentativas de classificagao do linfoma
multicéntrico segundo critérios citologicos, histoldgicos e imunofenotipicos, ainda ndo existe um

consenso para um modelo Unico de classificagdo desta neoplasia (Proenga, 2009).



1.1.Classificagdo anatomica e sinais clinicos

Sendo o linfoma uma das neoplasias mais diagnosticadas no cao, a sua classificagao de acordo
com a localizagéo anatomica dos 6rgéos afetados € bastante util. Segundo esta classificagéo o linfoma
pode ser divididos em multicéntrico, digestivo, mediastinico e extranodal (Ettinger, 2003).

Na espécie canina, a forma multicéntrica constitui a apresentagéo mais comum desta patologia,
com uma ocorréncia estimada de 80% de todos os linfomas (Barber & Weishaar, 2016). Apesar da
afecdo dos linfonodos periféricos (linfadenomegalia superficial) constituir uma das alteragdes mais
frequentemente detetadas pelos tutores, a maioria dos animais diagnosticados com linfoma
multicéntrico apresenta linfadenomegalia generalizada e n&o dolorosa (Ettinger, 2003).

Quando o linfoma desencadeia o aparecimento de sinais clinicos, estes sdo normalmente ndo
especificos e incluem hiporexia, anorexia, perda de peso, vomitos, diarreia, polidria, polidipsia,
dispneia, efusao cavitaria e febre. Pode ainda verificar-se hepatomegalia e esplenomegalia (Ettinger,
2003).

Os linfomas multicéntricos de alto grau, clinicamente agressivos e com um prognéstico
desfavoravel na auséncia de tratamento sdo a forma mais frequentemente detetada. Os linfomas de
baixo grau, por outro lado, s&o raros e caracterizam-se por um curso indolente (Poggi et al., 2016). O
curso clinico do linfoma multicéntrico de alto grau depende de varios fatores, tais como, o estadiamento

e subestadiamento clinico, imunofenotipagem e tratamento instituido (Marconato et al., 2013).

1.1.1. Estadiamento segundo Organizagao Mundial de Saude

Atualmente, com o intuito de estadiamento do linfoma maligno no céo, aplica-se o sistema da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (Valli et al., 2011). Este, baseia-se ndo s6 em aspetos
histolégicos, como também imunofenotipicos (Comazzi & Gelain, 2011). Este estadiamento permite
categorizar as neoplasias linfoides de acordo com o seu nivel de diferenciagdo celular, o que
providencia uma indicagéo prognéstica (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 extens&o da doenca (Ettinger,
2003). A classificagdo em estadios depende do numero e localizagdo dos linfonodos afetados,
envolvimento secundario do figado e/ou bago, assim como, da infiltragdo neoplasica no sangue e/ou
na medula éssea. Os sub-estadios, referem-se a presencga ou auséncia de sinais sistémicos (Zandvliet,
2016).



Tabela 1 - Estadiamento de linfoma segundo Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Adaptado de
Ettinger, 2003 e Zandvliet, 2016.

Estadio

I Afecao de um unico linfonodo

Il Alteragao de varios linfonodos, numa mesma regido anatomica

i Linfadenopatia generalizada

v Envolvimento do figado e/ou bago

\ Afecdo sanguinea, da medula 6ssea e/ou outro tecido linfoide
Subestadio

a Auséncia de sinais sistémicos

b Presenca de sinais sistémicos

Deste modo, o estadiamento de um linfoma feito com base na classificagdo da OMS permite
avaliar a extensdo da doencga e requer o conhecimento da histéria completa do animal, a realizagao de
um exame fisico completo e anadlises sanguineas e da medula 6ssea. Recomenda-se a realizagéo de
testes laboratoriais adicionais e exames imagiologicos de forma a realizar um estadiamento mais

completo e uma predigédo do prognostico (Zandvliet, 2016).

1.2. Classificagao por imunofenoétipo

A determinagao da classificagdo para linfoma, no cdo, é fundamental ndo s6 na previsdo do
comportamento biolégico da neoplasia e resposta a terapia, como também para orientar na escolha do
melhor protocolo de tratamento (Poggi et al., 2013).

A classificagao mais comum para linfoma subdivide a neoplasia em linhagem das células B e
T (Deravi et al., 2017), tendo em consideragéo aspetos morfolégicos e imunofenotipicos (Poggi et al.,
2017), tal como apresentado no grafico 1. A imunofenotipagem, ou seja, a classificacdo da neoplasia
como sendo originaria das células B ou T, constitui um fator preditivo de prognéstico (Poggi et al.,
2017).

Cerca de 80 a 85% dos linfomas (Aniolek et al., 2014) e 70% dos linfomas multicéntricos que
afetam a espécie canina tém origem em células B (Chalfon et al., 2019). De uma perspetiva
prognostica, este tipo de linfomas &, 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 grafico 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



células B. Nao obstante, alguns dos linfomas de células T sdo também diagnosticados e podem
apresentar um curso clinico mais agressivo quando comparado com o de células B (Avery et al., 2014).

Verifica-se, ainda, que alguns linfomas que ndo exibem a expressdo de nenhum marcador
celular definido, nao sendo originarios de células B ou T, ou, possuindo caracteristicas de marcadores

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

Classificagdo Imunofenotipica de Linfoma no cao

Linfoma né&o originario de Células Bou T

Linfoma de Células T

Linfoma de Células B

Grafico 1 - Classificagdo imunofenotipica de linfoma no céo. 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 incidéncia de cerca de 22 a 37,9%. Pode ainda ser constatada a presencga de linfoma que nao
exibe a expressido de nenhum marcador celular definido, em 2 a 5% dos casos. Adaptado de Proenca,
2009.

Tipos de linfoma mais prevalentes na espécie canina

Outros
T-LBLMCL

TZL

Outros linfomas de células
B

Outros linfomas df/

células T DLBCL

NMZL

PTCL, NOS

Grafico 2 — Incidéncia 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).



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.
E um tumor heterégeno cujo diagnéstico ndo é possivel pela avaliagdo morfolégica ou imunofenotipica
(Valli et al., 2011; Aresu, 2016). Apresenta um comportamento agressivo, podendo ser progressivo num
curto periodo de tempo, dai a resposta terapéutica ser, por vezes, de dificil previsdo (Aresu, 2016).
Segundo Aresu, 2016, o DLBCL é provavelmente o tumor mais estudado em Medicina Veterinaria por
constituir um modelo para o estudo desta neoplasia em Medicina Humana.

Pacientes com DLBCL, sejam da espécie canina ou humana, apresentam doenga nodal ou
extranodal rapidamente progressiva, geralmente indolor, com sinais clinicos que dependem do grau e
da localizagao tumoral (Seelig et al., 2016). Clinicamente, cdes afetados por esta neoplasia apresentam

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

1.2.1.1. Caracterizagdo do tumor

As caracteristicas histologicas que definem este tipo de neoplasia sao a proliferagao difusa de
células B grandes neoplasicas (Aresu, 2016), com nucleos uniformemente grandes e citoplasma
escasso, tal como ¢ visivel na figura 1 (Valli et al., 2011).

A avaliagdo da taxa mitética, ou seja, do nivel de proliferagao celular constitui um parametro
que, embora variavel em cdes com DLBCL, permite inferir sobre o tempo médio de sobrevivéncia.
Assim, quanto menor a taxa mitética por campo, maior o tempo de sobrevivéncia e vice-versa (Valli et
al., 2013).

Figura 1 — Imagem histoldgica 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 numero e localizagéo dos nucleos nas variantes
centroblastica, imunoblastica e numa forma intermédia das duas (Valli et al., 2011; Seelig et al., 2016).
A forma centroblastica é a mais frequente e caracteriza-se por uma proliferacdo difusa de células
linfoides de tamanho médio a grande, ndo clivadas (Aresu, 2016), com multiplos nucleos vesiculares
ovais a redondos localizados na periferia celular (Valli et al., 2011), cromatina fina e citoplasma basdfilo
(Aresu, 2016; Seelig et al., 2016). A variante imunoblastica € menos frequente em caes e é considerada
menos agressiva (Aresu, 2016). Caracteriza-se por apresentar tamanho semelhante a variante
centroblastica, com nucleos vesiculares redondos a ovais (Seelig et al., 2016), um Unico nucléolo
proeminente central (Valli et al., 2011) e a periferia citoplasmatica de coloragéo basdfilo (Seelig et al.,
2016).

2. Diagnéstico

O diagndstico clinico de uma neoplasia constitui um processo complexo sendo geralmente
iniciado pela interpretagdo de sintomatologia indicativa. Esta sintomatologia permite inferir sobre
possiveis diagnosticos diferenciais e direcionar para a elaboragdo de exames de diagnostico até
determinagao do diagnostico definitivo (Johnston, Thamm, & Legutki, 2014). Infelizmente, nenhum dos
meios de diagnostico € suficientemente completo ou sensivel, sendo impreterivel a combinagéo de
varios meios existentes e o uso de varias técnicas disponiveis (Aniolek et al., 2014).

Atualmente, a citologia constitui a abordagem primaria a um animal com suspeita de linfoma
nao so6 pelo custo reduzido da técnica, mas também por ser minimamente invasiva e bem aceite pelos
tutores (Comazzi et al., 2018). A informagéo obtida por uma citologia permite orientar acerca da
abordagem diagndstica a ser aplicada, na maioria dos casos (Aresu, 2016). No entanto, a diferenciagéo
de células linfoides neoplasicas com recurso a esta técnica pode constituir um desafio devido as
caracteristicas morfolégicas similares entre células neoplasicas (aumento de tamanho celular,
citoplasma abundante e baséfilo e nucleos clivados ou bilobados) e ndo neoplasicas (Riondato et al.,
2017).

O recurso a analise citolégica pode permitir chegar ao diagndstico de linfoma, no entanto a
determinacdo dos varios subtipos tumorais e a antecipacdo do seu comportamento bioldgico ainda
constitui um desafio (Aresu, 2016). Assim, embora a citologia constitua uma técnica util no diagnoéstico
de linfomas caninos de alto grau, a sua utilidade em linfomas de baixo grau e em prolifera¢des linfoides
atipicas é limitada (Zandvliet, 2016).

A analise histopatolégica permite o diagnostico de linfomas de baixo grau. Em alguns casos, a
realizacdo de uma bidpsia incisional pode ser suficiente, no entanto, pode ser necessario a realizacao
de uma bidpsia excisional, com remogao completa do linfonodo afetado (Zandvliet, 2016).

Assim, e de modo a diminuir possiveis bidpsias excisionais (Zandvliet, 2016), a técnica de

citometria de fluxo surge como um método de imunofenotipagem e de diagnédstico dos subtipos de
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linfoma no cdo. Além disso, pode ainda ser usada para estadiamento tumoral e na avaliagdo da doenga
residual minima apos o tratamento (Comazzi et al., 2018).

Relativamente ao diagnéstico definitivo de linfoma B difuso de células grandes, o exame
histopatolégico dos tecidos afetados € altamente preditivo, tanto em Medicina Humana como em
Veterinaria (Seelig et al., 2016). Contudo, o uso da técnica de citometria de fluxo demonstrou ter
relevancia neste tipo de neoplasia permitindo o estudo do envolvimento sanguineo periférico (SP),

assim como, da infiltragdo neoplasica na medula 6ssea (MO) e linfonodos (Riondato et al., 2016).

2.1.Citometria de Fluxo

Em Medicina Humana, a citometria de fluxo constitui um método de referéncia para analise
imunofenotipica de leucemia aguda e linfoma (Culmsee, Simon, Mischke, & Nolte, 2001). Atualmente,
em Medicina Veterinaria, tem vindo a demonstrar uma grande utilidade na analise e caracterizagao
imunofenotipica do linfoma maligno na espécie canina (Culmsee & Nolte, 2002), uma vez que a
subclassificagdo imunofenotipica constitui um dos principais indicadores de prognéstico desta
neoplasia linfoide (Thalheim, Williams, Borst, Fogle, & Suter, 2013).

A técnica de citometria de fluxo consiste na medigdo de um grande numero de células e na
analise de multiplos parametros em células individuais (tamanho, complexidade e caracteristicas de
fluorescéncia) (Comazzi & Gelain, 2011; Joetzke et al., 2012). O principio desta técnica consiste na
analise de particulas suspensas num meio liquido em fluxo, que passam através de uma fonte de luz
(laser). De referir que, esta técnica permite a medigao de multiplos parametros nao so6 celulares, como
também de cromossomas, proteinas ou acidos nucleicos, desde que suspensos num fluido (Wilkerson,
2012).

A CF constitui a técnica ideal para a analise de suspensdes celulares por meio de um foco
hidrodinamico em fluxo laminar. Assim, células individuais sao estudadas, separadamente, por um laser
e os dados relativos a dispersao e propriedades de fluorescéncia sdo armazenadas para analise 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 aspiragdo por agulha fina procede-se a suspensdo da amostra
numa solugdo tampéao salina fosfatada, ou seja, em meio RPMI1640. Normalmente, duas ou trés
aspiragdes sao suficientes para colher pelo menos 5000 células/ml em 0,5ml de solugdo. A amostra
deve ser refrigerada para posterior transporte e recomenda-se a andlise da mesma dentro de 24 horas
(Comazzi & Gelain, 2011).

A imunofenotipagem com recurso a esta técnica envolve a identificagdo de proteinas
(antigénios) presentes na superficie de membrana ou no citoplasma de uma populagéo de células.
Estes antigénios s&o classificados segundos a nomenclatura de diferenciacéo (Cluster of Differentiation

- CD) e a sua expressao pode ser especifica de uma linhagem de células ou de células num
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determinado estadio de desenvolvimento (lichyshyn, 2016). Os antigénios s&o detetados com recurso
a anticorpos monoclonais (Culmsee & Nolte, 2002), ou seja, anticorpos que se ligam a epitopos em
antigénios CD especificos e que, por sua vez, se encontram ligados a fluorocromos. Os fluorocromos
sdo substancias quimicas que emitem luz de um comprimento de onda especifico quando estimulados
por uma fonte luminosa (lichyshyn, 2016).

Em contraste com outras técnicas, a CF apresenta como vantagem poder ser realizada a partir
de células obtidas por pungdo por agulha fina, evitando-se a utilizagdo de métodos mais invasivos,
dispendiosos e que possam requerer sedagao ou anestesia (Thalheim, Williams, Borst, Fogle, & Suter,
2013).

Contrariamente aos métodos de imunofenotipagem, a CF é facil de realizar e é possivel a
obtengéo de resultados num curto periodo de tempo. Contudo, o custo inerente ao equipamento e a
técnica, ndo permite a sua disponibilidade em muitos dos laboratérios de diagndstico veterinarios
(Comazzi & Gelain, 2011).

21.1. Aplicagoes da Citometria de Fluxo

Em doengas linfoproliferativas, a identificagéo de antigénios de superficie ou de citoplasma por
citometria de fluxo auxilia na subclassificagéo de linfoma e permite revelar a expressao de antigénios
aberrantes e com importante significado prognéstico (lichyshyn, 2016).

A avaliagdo da linhagem celular, ou seja a classificagdo em células T, B ou natural killer (NK),
constitui uma das aplicagbes da CF e baseia-se na avaliagdo de marcadores de membrana. Os
marcadores de células linfoides B sdo 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
expressao de CD34 (lichyshyn, 2016).

A CF permite a detegéo da expressao de antigénios aberrantes em células B e T (Thalheim,
Williams, Borst, Fogle, & Suter, 2013), que se encontra descrito como associado a um mau prognostico
(Gelain, Mazzilli, Riondato, Marconato, & Comazzi, 2008).

Consoante o tipo de célula linfoide avaliado por CF, os fluorocromos presentes nos diferentes
antigénios sdo expressos em diferentes intensidades, o que permite inferir sobre o grau de
diferenciagdo tumoral (Wilkerson, 2012). Assim, consoante o grau de diferenciacdo das células
neoplasicas, verifica-se a expressdo de diferentes antigénios que sao indicativos do estadio de
desenvolvimento tumoral. Por exemplo, em linfocitos B verifica-se a expressdo de CD79a e CD20 em
todos os estadios de maturagéo, enquanto a expressao de CD21 e imunoglobulinas de superficie (Ig)
apenas se verificam em linfocitos B maduros (Comazzi & Gelain, 2011).

Outra utilidade da CF relativamente a outras técnicas de imunofenotipagem é a capacidade de
quantificar a expressdo antigénica (Comazzi & Gelain, 2011). A quantificagdo dos antigénios em
linfécitos € de grande importancia na determinagdo da patogénese da doenga e na abordagem

terapéutica a ser instituida. A CF permite a medigdo de células com baixa expressdo antigénica
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permitindo, assim, a sua avaliagéo, estadiamento e identificagdo da doenga minima residual (Gelain,
Mazzilli, Riondato, Marconato, & Comazzi, 2008).

Em Medicina Veterinaria, a CF tem apresentado um valor limitado na classificagdo das
entidades de linfoma devido a auséncia de anticorpos especificos para os diferentes graus de
maturagao 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 cao

Um dos objetivos da imunofenotipagem por citometria de fluxo consiste na determinagdo do
tipo de linfocito contido numa amostra. Este método permite uma avaliagdo rapida, quantitativa e
qualitativa, da populacdo de células hematopoiéticas e permite determinar quais os linfécitos
neoplasicos (Aniolek et al., 2014).

Segundo a literatura, em canideos diagnosticados com linfoma, diferentes técnicas tém sido
utilizadas para avaliar a infiltragao neoplasica em amostras de sangue periférico, linfonodos e medula
6ssea. 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 Veterinaria (Thalheim, Williams, Borst, Fogle, & Suter, 2013), constituindo uma
ferramenta para determinagao imunofenotipica de linfoma no céo (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 expressao dos
marcadores CD20 (Comazzi et al., 2018) e CD79a (lichyshyn, 2016) e negativa para CD3 (Comazzi et
al., 2018). A detegéo de IgH (immunoglobulin heavy chain) por CF representa, ainda, um alvo molecular
util para o diagnodstico de DLBCL (Aresu et al., 2014). Animais diagnosticados com esta neoplasia
apresentam moléculas de MHC (Major Histocompatibility Complex) variavel, embora geralmente se

verifique a expressao da classe Il (Rout & Avery, 2017).

3. Tratamento

Sendo o linfoma uma doenca sistémica e, na maioria dos casos, uma neoplasia
quimiossensivel, a quimioterapia sistémica constitui a opgdo terapéutica mais adequada. Sem
tratamento, a maioria dos cdes com linfoma morre entre 4 a 6 semanas (Ettinger, 2003).

O tratamento recomendado para cades com linfoma é o protocolo CHOP, constituido pelos
seguintes agentes quimioterapicos: 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 céo (Zandvliet, 2016).

14



O protocolo COP (vincristina, doxorrubicina, ciclofosfamida), em altas doses, constitui outra
opgao terapéutica (Sirivisoot et al., 2018). Segundo Sirivisoot et al., 2018, cades com linfoma
multicéntrico cujo tratamento envolva o protocolo COP ou L-COP, apresentam uma taxa de remisséo
de 70 - 80% e uma média de tempos de sobrevivéncia 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 sobrevivéncia
de 12 meses (Ettinger, 2003).

Dependendo do protocolo quimioterapico escolhido, o tempo médio de sobrevivéncia pode
variar entre 6 e 12 meses (Ettinger, 2003). A recorréncia desta neoplasia é frequente em canideos e
em apenas cerca de 20% dos casos a taxa de sobrevivéncia é superior a 2 anos (Sato et al., 2013).

O objetivo da implementagdo de um protocolo quimioterapico € uma remissdo da doenga
superior a 6 meses e/ou a re-indugao de uma remissdo apods uma ou mais recaidas. Para além disto,
a aplicacdo de um protocolo de tratamento quimioterapico tem como objetivo providenciar uma boa
qualidade de vida ao animal, assim como, a remiss&o dos sinais clinicos (Ettinger, 2003).

Em caes com linfoma B de células grandes o protocolo CHOP, ao qual pode ser associada a
administragdo de L-Asparaginase, € igualmente considerado o tratamento mais eficaz. Segundo
Comazzi et al., 2018, a taxa de remissdo completa de caes submetidos a tratamento quimioterapico
ronda os 80 - 85%.

Atualmente, segundo Chalfon et al., 2019 e Aresu et al., 2014, gragas aos desenvolvimentos
terapéuticos, cdes com DLBCL apresentam melhorias em termos prognésticos. No entanto, grande
parte dos animais submetidos a quimioterapia de primeira linha e que alcangam remissao clinica,
acabam por recidivar (Comazzi et al., 2018). Tal, deve-se a presencga continuada de células malignas
no animal, o que coloca caes afetados com DLBCL em risco de recidiva e consequentemente origina
uma ineficacia do tratamento (Aresu et al., 2014). Assim, o desafio em animais diagnosticados com
DLBCL consiste na detegao e erradicagdo completa das células tumorais residuais, melhorando assim

o prognostico (Aresu et al., 2014).

4. Doenca Residual Minima

A diretriz RECIST - Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, baseia-se num conjunto de
critérios que permitem determinar a redugéo tumoral e a progressao da doenga de modo a inferir sobre
a da carga tumoral num paciente submetido a tratamento oncoldgico. Deste modo, segundo RECIST,
relativamente a avaliagdo dos critérios de resposta tumoral, define-se como resposta completa ao
tratamento quando se verifica o desaparecimento de todas as lesdes, alvo e ndo-alvo, normalizagéo
dos marcadores tumorais e normalizagao dos linfonodos para um tamanho n&o patoldgico, ou seja,
eixo curto < 10 mm (Eisenhauer et al., 2008).

Em cédes com linfoma multicéntrico, o tamanho dos linfonodos periféricos constitui um dos
parametros de avaliagéo de resposta ao tratamento quimioterapico (Chalfon et al., 2019). Os protocolos

da Veterinary Cooperative Oncology Group (VCOG) destinam-se ao uso em cées e a avaliagéo da
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linfadenopatia periférica constitui o principal componente de avaliagdo da doenga (Vail et al., 2009).
Segundo a VCOG, define-se remisséo clinica como a regressao de todos os linfonodos periféricos
afetados para um tamanho considerado fisiologico (Chalfon et al., 2019).

O numero de células neoplasicas remanescentes (Comazzi & Gelain, 2011), designada como
Doenca Residual Minima (DRM), apdés a remissao clinica, pode implicar uma recidiva tumoral. A
medicdo da doenca residual minima pode providenciar informagdes referentes a presenca de células
neoplasicas remanescentes, mesmo durante a fase de remisséo clinica (Gentilini et al., 2013; Comazzi
etal., 2018).

Atualmente, devido a evolugao dos protocolos terapéuticos, pacientes com linfoma de células
B podem alcancar remissdes clinicas completas. No entanto, as recidivas ocorrem mesmo em
pacientes com respostas terapéuticas completas, o que sugere a persisténcia de células neoplasicas
em niveis submicroscoépicos. Pacientes com células linfoides residuais detetaveis, mesmo em niveis
muito baixos, acarretam um risco aumentado de recidiva da doenga (Béticher et al., 2013).

Varias técnicas, tais como a citometria de fluxo e Polymerase chain reaction for antigen receptor
rearrangements (PARR), tém sido usadas para detecdo da DRM (Comazzi et al., 2018). Contrariamente
a CF que constitui um método imunolégico, a PARR constitui um método molecular de dete¢cdo da DRM
(Aresu, 2016), apresentando como vantagens o facto de ser mais sensivel que a CF na detegao da
presenca de células neoplasicas (Riondato et al., 2016) e a facilidade de interpretagédo dos resultados
(Aresu, 2016). Contudo, segundo Aresu, 2016, na avaliagdo da DRM em cdes com DLBCL a PARR
demonstrou ser uma técnica morosa e relativamente trabalhosa.

A CF tem demonstrado ser relevante em caes com linfoma B de células grandes (Riondato et
al., 2016), devido a facilidade de execugao e a rapidez com que produz resultados. Para além disto,
constitui uma técnica com inimeras aplicabilidades (Aresu, 2016), com grande capacidade de detecéo
(Comazzi & Gelain, 2011), ndo muito dispendiosa e, com capacidade de distinguir entre células viaveis
e ndo viaveis e células residuais (Aresu et al., 2014). Em DLBCL, a citometria de fluxo apresenta grande
utilidade na detecdo da DRM através da avaliagdo do envolvimento neoplasico em amostras de ganglio
linfatico, sangue e medula 6ssea (Comazzi & Gelain, 2011).

A detegéo da DRM, por CF, em canideos diagnosticados com linfoma de células B de alto grau
e previamente sujeitos a quimioterapia, é possivel ser realizada em amostras de sangue e medula
Ossea, pela capacidade de dispersdo e imunofenotipo destas células. Em contraste, o uso de CF na
detecdo de DRM no linfoma de células pequenas é limitada pela dificuldade em diferenciar linfécitos
normais dos neoplasicos, em especial na presenga de fenotipos aberrantes (Comazzi & Gelain, 2011).

A avaliagdo 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
caracterizacdo da DRM é também uma ferramenta atrativa para entender melhor os mecanismos de

resisténcia a terapia e desenvolver novos protocolos de tratamento (Béttcher et al., 2013).
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a. Infiltracdo linfoide neopldsica da medula 6ssea por Citometria de Fluxo

No linfoma nao-Hodgkin, em Medicina Humana, a avaliagéo da infiltragdo da medula 6ssea
constitui um aspeto fundamental para o estadiamento da neoplasia (Marconato et al., 2013).

Em Medicina Veterinaria a avaliagdo do envolvimento da medula 6ssea constitui igualmente
um parametro essencial para um correto estadiamento. De acordo com os critérios de estadiamento da
OMS, cdes com linfoma B difuso que apresentem envolvimento da medula éssea, inserem-se no
estadio V da doenga com uma esperanca média de vida mais reduzida quando comparados com
animais no estadio lll a IV (Marconato et al., 2013).

Embora o exame histopatolégico de medula 6éssea seja 0 meio de diagnéstico de eleicdo para
avaliagdo do envolvimento neoplasico, com o recurso a citometria de fluxo é possivel obter resultados
com maior sensibilidade na detecdo do envolvimento medular minimo (Marconato et al., 2013).
Segundo Marconato et al., 2013, o uso da CF, desde que usada em conjugagao com a histopatologia,
permite melhorar até 10% a taxa de detecéo de linfoma na espécie canina.

Apesar da avaliacdo do envolvimento neoplasico da MO na espécie canina, nio ser feito por
rotina para o estadiamento de animais com linfoma, pode demonstrar utilidade em questdes
relacionadas com o tratamento e prognédstico (Marconato et al., 2013). De facto, a auséncia de
infiltracdo medular foi associada, em 95% dos casos, a uma taxa de sobrevida superior a 2 anos (Martini
et al., 2018).

Em cdes com DLBCL, maiores percentagens de infiltragdo neoplasica da MO foram associadas
a tempos de progressao da doencga e tempos de sobrevivéncia mais curtos. Deste modo, a taxa de
infiltragdo medular é considerada um indicador de mau prognostico (Marconato et al., 2013).

A avaliagéo da infiltragdo neoplasica na MO, por CF, é possivel a partir da quantificagdo da
percentagem de células B positivas para CD45 (antigénio leucocitario comum) (Riondato et al., 2016)
e para CD21 (Martini et al., 2013). Segundo o estudo realizado por Marconato et al., 2013, em caes
com uma infiltragao neoplasica 21%, a probabilidade de progressédo da doenga € 6.7 vezes superior e
a probabilidade de reaparecimento tumoral e, consequentemente, morte é 3.4 vezes superior
comparativamente a cdes com uma infiltragdo neoplasica <1%. Por sua vez, apenas uma infiltragéo
neoplasica de 3% é considerada clinicamente relevante em caes com DLBCL (Riondato et al., 2016;
Aresu, 2016).

A determinagdo do numero de mitoses foi considerada um fator de variacdo do tempo médio
de sobrevivéncia em caes com DLBCL (Aresu, 2016). Deste modo, cées que tenham sido submetidos
a tratamento quimioterapico e com menos de 20 mitoses por campo de grande ampliagdo (400x)
apresentam um tempo médio de sobrevivéncia de 188 dias, enquanto animais com um numero superior
a 20 mitoses por campo de grande ampliagao (400x) apresentam em média 31 dias de sobrevivéncia
(Valli et al., 2013; Aresu, 2016).
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b. Infiltracdo linfoide neoplasica do sangue periférico por Citometria de Fluxo

A detegdo da doenga residual minima, por CF, em amostras de sangue periférico de animais
previamente sujeitos a tratamento quimioterapico pode ser Util na avaliagao da eficacia do mesmo
(Aresu et al., 2014), uma vez que € possivel a detegéo inicial do crescimento de células tumorais, o
que eventualmente leva a uma recidiva clinica (Sato et al., 2011). Permite, também, selecionar caes
que possam beneficiar da quimioterapia de consolidacado, apesar da remissao completa, determinada
clinicamente (Aresu et al., 2014).

A infiltragdo neoplasica em amostras de sangue periférico € considerada positiva quando a
percentagem de células com expressao de CD21+, numa populagéao total de células CD45+, é superior
a 1% (Aresu et al., 2014).

Estudos indicam que a infiltragdo neoplasica no sangue periférico encontra-se diretamente
relacionada com a infiltragdo na medula 6ssea (Marconato et al., 2013; Martini et al., 2018).

No entanto, ainda ndo existe consenso relativamente a relevancia clinica da infiltragédo
neoplasica em sangue periférico em cdes com LBCL, contrariamente a quantificagdo da infiltragéo na
MO (Riondato et al., 2017).

c. Infiltracao linfoide neoplasica em linfonodos por Citometria de Fluxo

A detecdo da doenca residual minima por citometria de fluxo pode ser realizada a partir de
amostras de puncgdes aspirativas de linfonodos. A avaliagido da infiltracdo de células que expressam
CD21+ por CF permite inferir sobre o tempo de recidiva, ou seja, o periodo compreendido entre a
detecdo da DRM e a recidiva clinica apods tratamento (Chalfon et al., 2019). Cdes com linfoma B das
células grandes apresentam um tempo médio de recaida de 154 dias, com variagdes dependendo da
celularidade da amostra e do nivel de infiltragdo neoplasica (Chalfon et al., 2019).

Segundo o estudo realizado por Chalfon et al., 2019, a partir de amostras de linfonodos, caes
com DRM > 0,5% ap6s tratamento apresentam uma recorréncia precoce, ou seja, um tempo de recidiva
mais curto comparativamente a animais com DRM < 0,5%. Assim, cdes com DRM > 0,5%, apds
tratamento, apresentam um tempo de recidiva médio de 118 dias, enquanto em animais com DRM <
0,5% se verifica uma variagdo nos tempos de recidiva de 195 a 429 dias (Chalfon et al., 2019). Tal,
levanta a hipétese que a avaliagdo da DRM em linfonodos poderia representar um bom indicador para
avaliar o risco de recidiva e também auxiliar na decisdo do melhor intervalo de monitoracéo da doencga
(Chalfon et al., 2019).

A avaliagdo da DRM por CF em pung¢des aspirativas de linfonodos em cées com LBCL e em
remissao clinica constitui uma ferramenta util para prever o tempo de recidiva. A infiltragcdo de células
com expressao de CD21+ apds tratamento constitui um fator de prognéstico desfavoravel (Chalfon et
al., 2019). Assim, a detecdo 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.Limitacoes da Citometria de Fluxo para dete¢do da Doenca Residual Minima

A quantificagdo da DRM demonstrou ter utilidade na avaliagdo do risco de recidiva tumoral,
mesmo em cées que ainda se apresentam clinicamente em fase de remiss&o (Chalfon et al., 2019). No
entanto, caso a percentagem de células neoplasicas seja baixa, a CF pode ser insuficiente na detegao
de alguns casos de DRM e pode ser necessario recorrer a outros métodos tal como a PARR (Aresu et
al., 2014). A PARR ¢ uma técnica mais sensivel comparativamente a CF na detecdo de infiltragdes
neoplasicas no momento do diagnoéstico, contudo resultados PARR falsos negativos também sao
reportados em caes com linfoma. Tal, significa que casos de infiltragdo medular ou no sangue periférico
n&o devem ser excluidos com base em resultados PARR negativos (Riondato et al., 2016).

Em Medicina Veterinaria, o uso da técnica de CF necessita de otimizagcdo através do
desenvolvimento de um painel mais amplo de anticorpos marcadores especificos da espécie canina
(Comazzi & Gelain, 2011). O painel limitado de anticorpos disponivel atualmente compromete a
sensibilidade da técnica de CF, n&o permitindo a detegédo de algumas das células malignas (Aresu et
al., 2014).

Para diagnéstico de linfoma, é recomendado determinar o fenétipo recorrendo a maior gama
de anticorpos disponiveis. No entanto, o uso da técnica de citometria de fluxo para detegéo de linfoma
é limitada pelo facto de linfécitos neoplasicos ndo possuirem o mesmo fendtipo que os seus
equivalentes nao neoplasicos. Os linfocitos neoplasicos podem exibir marcadores de superficie
inapropriados ao nivel de diferenciagdo ou exibir marcadores que ndo se encontrem conectados a
células neoplasicas (Aniolek et al., 2014).

A avaliagéo citologica deve sempre ser realizada conjuntamente com CF, com o objetivo de
confirmar os resultados obtidos e avaliar possiveis anomalias de outras populagdes celulares (Riondato
et al., 2017).
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Conclusao

A citometria de fluxo constitui uma técnica com ampla aplicabilidade, permitindo a obtencgéo de
resultados relativamente rapidos e a um custo acessivel (Aresu et al., 2014). Tem-se revelado util no
diagnostico de linfoma no c&o contribuindo ndo s6 para a avaliagao da linhagem celular como também
da doenga residual minima (Comazzi & Gelain, 2011). Canideos com um elevado nivel de doencga
residual minima, detetavel por CF, apresentam um prognostico desfavoravel (Sato et al., 2013).

O periodo entre a remissao clinica e uma possivel recidiva é imprevisivel (Chalfon et al., 2019).
No entanto, a detecdo, monitorizacdo e quantificacdo da doencga residual minima demonstrou ter
utilidade no estudo de possiveis pacientes recidivantes e na respetiva adequacao de tratamentos e
determinacéo prognostica (Gentilini et al., 2013). A andlise da DRM por CF em céaes com linfoma B
difuso de células grandes pode ser realizada a partir de amostras de medula 6ssea, sangue periférico
e/ou linfonodos e permite inferir acerca do tempo de recidiva e, consequentemente, do progndstico
(Aresu et al., 2014).

Em suma, cdes com linfoma B difuso de células grandes que sdo submetidos a tratamento
quimioterapico podem recidivar. As recidivas constituem a maior causa de falha ao tratamento e,
consequentemente, levam a uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia. Desta forma, a monitorizagéo
da doenca residual minima é crucial, desempenhando a técnica de citometria de fluxo um papel

essencial na avaliagéo da infiltragdo neoplasica em cées com a referida patologia.
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