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M etodologia e aplicacéo da citometriadefluxo nahematologiaveterinaria

Flow cytometry methodology and application in theveterinary hematology
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RESUMO

A citometria de fluxo € um método emergente na
medicina veterinaria que permite a identificacdo e quantificagdo
de células em suspensdo. Apesar do custo elevado e da
necessidade de técnicos especializados para realizagdo da
avaliagdo citofluorométrica, esta técnica tem uma ampla
aplicacdo na hematologia veterindria, incluindo a avaliag&o de
células-tronco hematopoiéticas, eritrocitos, leucdcitos e
plaquetas. O grande potencial de aplicagdo clinica da citometria
defluxo inclui a quantificagdo das células CD34* como indicacao
da capacidade de reconstituicdo hematopoiética apds o
transplante de células-tronco e das subpopulagdes linfocitarias
para avaliagdo da resposta imune frente aos transplantes e as
doencas que acometem os animais. Projetos cientificos sobre a
avaliagao citofluorométrica das células-tronco e subpopulagdes
linfocitérias de cées tém sido desenvolvidos com sucesso por
pesquisadores da area de hematologia veterinaria na
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal. Portanto, no futuro, a citometria de fluxo deve
se tornar uma técnica de rotina em laboratorios veterinarios
no Brasil.

Palavras-chave: citometria de fluxo, medicina veterinaria,
hematologia, células-tronco, subpopulactes
linfocitarias.

ABSTRACT

Flow cytometry is an emergent method in veterinary
medicine which provides the identification and quantification of the
suspension cells. However the high costs and the trained technical
specialist required the flow cytometry hasawide variety of applications
in the veterinary hematology including hematopoietic stem cells
erythrocyte, leukocyte and platelet evaluation. The important clinical
application of the flow cytometry is the CD34* quantification to
hematopoietic reconstitution after stem cell transplant and
lymphocyte subsets to evaluate the immune reply to tissue or organ
transplant and animals diseases. Scientific assays about flow
cytometry evaluation of the stem cell and lymphocyte subsets of
dogs have been performed successfully by veterinary hematology
scientists in the Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
Jaboticabal. Then, in the future, it would become a usual technique
in the veterinarian’s laboratories in the Brazl.

Key words: flow cytometry, veterinary medicine, hematology,
stem cell, lymphocyte subsets.

INTRODUCAO

A citometria de fluxo é um recurso
emergente na medicina veterinéria que permite uma
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andlise rapida, objetiva e quantitativa de células em
suspensdo (FALDYNA et a., 2001). As células da
amostra em suspensdo sdo marcadas com anticorpos
monoclonais especificos ligados afluorocromos, que
permitem aidentificag8o e a quantificagdo de células
pelo tamanho, granulosidade e intensidade de
fluorescéncia (ROITT et al., 1999). Apesar do ato
custo e da necessidade de técnicos especializados para
realizagdo daavaliagdo citofluorométrica, estatécnica
tem sido aplicada em diversos projetos cientificos
relacionados & medicina veterinaria no Brasil. A
citometria de fluxo tem uma ampla aplicagdo na
hematol ogia veterinaria, incluindo aidentificagdo de
células-tronco hematopoiéticas, contagens celulares
diferenciais da medula 6ssea, quantificagdo de
reticul dcitos, pesquisade eritroparasitas, deteccdo de
anticorpos anti-eritrocitérios, contagem diferencial de
leucdcitos, imunofenotipagem de linfécitos e
contagem de plaquetas reticul adas.

O grupo de pesquisa do laboratério de
patologiaclinicaveterindriada Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinérias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal
(SP), constituido por docente, graduandos e pos-
graduandos em medicina veterinaria, tem realizado
projetos cientificos relacionados a citometriade fluxo
desde 2000. Entretanto, devido ao elevado custo do
citbmetro de fluxo, asandlises citofluorométricastém
sido realizadas no laborat6rio de citometria de fluxo
do Hemocentro de Ribeirdo Preto/SP, localizado no
Centro de Terapia Celular (CTC) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), Universidade
de S&o Paulo (USP). Os projetos de pesquisa
desenvolvidos com sucesso pelo grupo supracitado
estdo relacionados com a quantificagdo de células-
tronco (NAKAGE et al., 2004) e subpopulacdes
linfocitarias do sangue do corddo umbilical de caes.
Além disso, varios experimentos relacionados com a
hematologia veterinéria estdo em andamento,
demonstrando aimportancia da citometria de fluxo.

O objetivo desta revisdo bibliografica é
demonstrar ametodol ogia e aaplicagéo dacitometria
defluxo nahematologiaveterinaria, devido acrescente
importancia desta técnica na medicina veterindriano
Brasil.

METODOLOGIA DA CITOMETRIA DEFLUXO

Citdbmetro defluxo

O citémetro de fluxo é um aparelho
utilizado para avaliagdo da emissdo de fluorescéncia
das células (FACS — Fluorescence Activated Cell
Sorter). Alguns aparelhos s&o capazes de separar

fisicamente as células, de acordo com as caracteristicas
citométricas (ROITT et al., 1999).

As células da amostra em suspensdo sao
marcadas com reagentes fluorescentes especificos para
deteccdio de moléculas de superficie e sdo introduzidas
numa cémara de fluxo vibratéria. O fluxo de células
gue atravessa a camara é envolvido por uma solugéo
tampao, sendo que 500 a 4000 células ou particulas
passam em fila simples por segundo por meio do
sensor eletrénico. O fluxo é iluminado por laser de
argonio (azul), que tem uma energia de luz incidente
de 488nm. Cada célula é avaliada com relagdo ao
tamanho (dispersor de luz anterior) e granulosidade
(dispersor de 90°) e paraintensidade de fluorescéncia
para deteccdo de antigenos de superficie diferentes
(imunofenotipagem). A vibragdo do fluxo celular
provoca o rompimento em goticulas que podem ser
carregadas el etricamente e, a partir dai, dirigidas por
placas de deflexdo eletromagnética para serem
coletadas em diferentes populacgdes celulares de
acordo com os pardmetros medidos, sob controle de
um computador (ROITT et al., 1999).

Fundamentos da técnica da citometria de fluxo

A citometria de fluxo pode ser usada para
identificacdo de determinadas células em suspensdo,
promovendo a identificacdo e a quantificagdo de
células pelo tamanho, granulosidade e intensidade de
fluorescéncia destas células (ROITT et a., 1999).

A avaliagcdo do tamanho relativo da célula
(“Forward scatter — FSC”) e da granulosidade ou
complexidadeinternadacélula(“ Side Scatter — SSC”)
permite a classificagdo dos leuctcitos em linfécitos,
mondcitos e granulécitos (GRINDEM, 1996). A
imunofenotipagem consiste no isolamento de
populacdes de células distintas com diferentes
antigenos de superficie marcados com anticorpos
fluorescentes especificos (ROITT et al., 1999). A
avaliagéo daintensidade defluorescénciaocorre para
deteccdo de antigenos de superficie diferentes
marcados com anticorpos monoclonais especificos
ligados a compostos quimicos fluorescentes ou
fluorocromos (GRINDEM, 1996).

Osanticorpos monoclonais sdo os reagentes
de escolha devido asuaespecificidade, reagdo cruzada
minimae reprodutibilidade (KEREN, 1994). O termo
CD (Cluster Designation = denominagéo de
grupamento) é utilizado paradenominar os anticorpos
monoclonais criados em diferentes laboratérios de
todo o0 mundo contraantigenos leucocitarios humanos
(ROITT, 1999).

Alguns* workshops® tém sido organizados
para classificar os antigenos que identificam os tipos
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celulares com um nimero do CD correspondente a
nomenclaturahumanade diversos animaisdomesticos,
incluindo, os caes (COBBOLD & METCALF, 1994),
suinos (SAALMULLER, 1996), equinos (LUNN et
a., 1996) e ruminantes (NAESSENS et al., 1997).
Determinados anticorpos monoclonais especificos
para felinos foram identificados (ACKLEY et al.,
1990; ACKLEY & COOPER, 1992; WILLETT etal.,
1994; WOO & MOORE, 1997). Alguns anticorpos
monoclonais especificos para caes e gatos estéo
disponiveiscomerciamente (BY RNE et &l ., 2000).

Preparacdo da amostra

A coleta e o processamento da amostra
variam de acordo com o tipo celular aser analisado, 0
local de onde é proveniente e o0 método de ensaio.
Vériosanticoagulantes como 0 EDTA, citrato de sddio
e heparinatém sido utilizados com sucesso. O volume
de amostra necessario para andlise, geralmente, é de
100pL de sangue periférico ou meduladssea. Células
danificadas ou mortas alteram as propriedades de
tamanho e granulosidade nos graficos e ligacéo
inespecifica de anticorpos monoclonais. Portanto, o
sangue deve ser refrigerado e processado até 24 horas
apos a coleta da amostra (WEISS, 2002).

O método bésico do processamento de
amostras por meio dacitometriade fluxo é comum na
maioria dos ensaios (QUIRKE & DY SON, 1986).
Geralmente, as células sdo incubadas por 30 a 60
minutos com um anticorpo marcado com fluorocromo
ou somente com um anticorpo monoclonal especifico.
Se o0 anticorpo monoclonal é marcado com o
fluorocromo, a suspensao celular é lavada,
ressuspendida em solucdo tampao e analisada. Se o
anticorpo primério ndo € marcado, apds lavar a
suspensdo celular, é adicionado um anticorpo anti-
camundongo. O anticorpo secundéario se liga
proporciona mente a quanti dade de anticorpo primério
que éligado. Ap6s aremocao do anticorpo secundario
em excesso, pela lavagem, a amostra € analisada
(WEISS, 2002).

A deteccdo e enumeragdo de reticul dcitos
caninos sdo realizadas com o fluorocromo thiazole
orange (ABBOT & MCcGRATH, 1991; EVANS &
FAGG, 1994), que é um fluorocromo permeavel a
membrana dos reticulécitos que se liga aos écidos
nucléicos, formando um complexo nucleotideo
fluorescente reagente com emissao defluorescénciaa
530nm (FERGUSON et a., 1990). O sangue total
incubado com thiazole orange por 30 minutos é
analisado. As células sdo dispostas nos gréficos de
fluorescénciaverde versustamanho relativo dacélula
e um quadro avalia a porcentagem de eritrécitos com

intensi dade de fluorescénciaelevada (WEISS, 2002).
A estabilidade da amostra a 4°C ocorre durante 96
horas ap6s a coleta do sangue total adicionado de
EDTA eaestabilidade do fluorocromo thiazole orange
€ de 5,5 horas apds a marcacdo a 20°C em ambiente
escuro (ABBOT & McGRATH, 1991).

Os leucdcitos podem ser analisados no
sangue total com anticoagulante ou podem ser
isolados pelo uso da centrifugag&o por gradiente de
densidade. O sangue total evita as alteragdes
celulares associadas a centrifugagéo por gradiente
de densidade. Geralmente, os eritrécitos sdo
removidos pelaadicao de tampao de lise de hemécias
(WEISS, 2002). As variagBes no tamanho e na
granulosidade permitem a classificacdo dos
leucdcitos em linfocitos, mondcitos e granul écitos.
E importante e ideal que as subpopulagdes
linfocitédrias T CD4 e CD8 sejam preservadas,
enguanto outros componentes que possam interferir
naidentificacdo desses linfdcitos sejam eliminados.
Destaforma, 0 método recomendado para preparagdo
das amostras, segundo as diretrizes do National
Institute of Allergy and Infectious Diseases, é a
utilizagdo da lise do sangue total, visto que os
métodos de separacdo de células linfocitérias por
diferenca de gradiente de densidade pelo Ficoll ou
Histopaque requerem maior volume de sangue e as
alterac6es nas subpopulagdes linfocitarias sao
maiores (PAXTON et al., 1989). BY RNE et al. (2000)
observaram que o isolamento de leucécitos do sangue
periférico pelo método de lise do sangue total
produziu fragmentos, dificultando a padronizacéo.
Porém, segundo FALDYNA et al. (2001), a lise de
hemécias do sangue total é o método de escolha,
particularmente na medicina de pegquenos animais
onde a quantidade de sangue colhida é limitada. O
anticoagulante recomendado €é o 4&cido
etilenodiaminotetracético dissddico (EDTA), que
proporciona uma boa separagdo das distintas
populacbes leucocitérias e permite que as amostras
possam ser analisadas satisfatoriamente dentro de
um periodo de 24 horas (PAXTON et al., 1989). O
transporte para o laboratério e a estocagem das
amostras devem ser realizados sob umatemperatura
de 22°C, visto que a preservagdo do sangue na
temperaturade 4°C ocasionaumaperdasignificativa
delinfécitos T auxiliares (WEIBLEN et al., 1983).

A andlise de anticorpos anti-plaquetarios
pode ser realizada pelos métodos direto eindireto. Na
avaliagdo direta, as plaguetas sdo isoladas do sangue,
lavadas pararemocéo do plasmaresidual eincubagdo
com anti-lgG ou anti-lgM espécie-especifico. No
método indireto, plaguetas de cées fixadas com
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paraformaldeido séo incubadas com fluoresceina
ligadaalgG ovelhaanti-cao.

APLICAGAO DA CITOMETRIA DE FLUXO NA
HEMATOLOGIA

Avaliag8o das células-tronco hematopoiéticas

As células-tronco hematopoiéticas
derivadas damedul a 6ssea, do figado fetal, do cordéo
umbilical ou, até mesmo, do sangue periférico, podem
ser identificadas com o auxilio de um anticorpo
monoclonal dirigido contra o antigeno de superficie
CD34 (HUSS et dl., 2000).

A quantificacdo das células-tronco CD34*
pela citometria de fluxo nos animais domésticos é
possivel apenas na espécie canina, devido aproducéo
de anticorpos monoclonais especificos para CD34
canino por MCSWEENEY et al. (1998). A marcacao
com anticorpo monoclonal canino CD34 e sua
respectivacontagem por meio daanalise no citbmetro
defluxo permitem aidentificacdo e quantificagdo das
células-tronco namedula6ssea(McSWEENEY etal.,
1996; McSWEENEY et al., 1998; BRUNO et al.,
1999; BRUNO et a., 2001; NIEMEYER et al., 2001,
HARTNETT et al., 2002) e no sangue do cordéo
umbilical de ces (NAKAGE et a., 2004).

A contagem de células CD34*, como
indicador da capacidade de reconstituicéo das células
sangliineas, foi propostainicialmente por SIENA et al.
(1989) e, atualmente, aquantificagcdo decélulasCD34*
pelacitometria de fluxo tem sido amplamente adotada
pararealizacdo detransplante de células-tronco (HUSS
et a., 2000). A quantidade de CD34* recomendadapara
transplantesem caesvariade 1,2 a3,4 x 10°kg* de peso
(GENGOZIAN, 2000). Céesque receberam transplante
de medula dsseacom menosde 1,0 x10° c8ulas CD34*
kg apresentaram lenta recuperagdo da celularidade
neutrofilica e plaguetéria (BRUNO et al., 1999) e
linfocitica(HARTNETT etdl., 2002).

O transplante de sangue periférico
mobilizado com fatores de crescimento
hematopoiéticos, tais como, o fator estimulante de
colénia granulocitaria (“granulocyte-colony
stimulating factor” ou G-CSF) ou o fator de célula-
tronco (“stem cell factor” ou SCF) permite a
mobilizagdo de células-tronco hematopoiéticas da
medula Gssea para 0 sangue periférico de cdes. O
transplante de sangue periférico mobilizado com 4,6
x10° células CD34* kg* permitiu a reconstituicéo
hematopoiéticados caes (SANDMAIER et a., 1996),
sendo umaalternativaao transplante de medula 6ssea,
devido a facilidade na colheita e a rapidez de
recuperacdo granulocitaria e plaguetaria.

A quantidade de células-tronco no SCU de
cées (3,38 + 2,72 células CD34* x10° kg?) verificada
por NAKAGE et a. (2004) foi semelhante aquelaobtida
nameduladssea(BRUNO et al., 1999; HARTNETT et
al., 2002; CREEVY et d., 2003) e no sangue periférico
mobilizado (SANDMAIER et d., 1996; SANDMAIER
et al., 2003) de cées adultos, sendo a quantidade
recomendada (1,2 a3,4 x10° kg™), parareconstituicéo
hematopoi éticaem cdes (GENGOZIAN, 2000).

O transplante de células CD34* do sangue
periférico e meduladssearevelao potencial terapéutico
dascédulas-tronco em caescom linfoma (APPELBAUM
et al., 1986; ABRAMS-OGG et d., 1993), doengas
genéticas(BREIDER et al., 1989; GOERNER et d., 1999;
HARTNETT et al., 2002; CREEVY et al., 2003;
STELZNER et al., 2003), doengas do miocérdio
(KOVACICetd.,2004; VULLIET etd., 2004), doengas
vasculares (BHATTACHARYA et d., 2000; HE et dl.,
2003; MATSUMURA et d ., 2003) edoencasdo tecido
6sse0 (ARINZEH et dl., 2003; DEKOK etal., 2003).

Portanto, a identificagdo e quantificagdo
das células CD34* nos caes, pelatécnicadecitometria
de fluxo, avalia a capacidade de reconstituigdo
hematopoiética das células-tronco caninas para
realizagdo de transplantes de medula 6ssea e permite
0 emprego do modelo canino em vérias propostas
experimentais e terapéuticas sobre células-tronco, que
propiciam informagdes pré-clinicas nos transplantes
de medula éssea em humanos.

Avaliagdo damedula 6ssea

Astécnicas de citometriadefluxo tém sido
utilizadas para determinar a contagem diferencial de
células da medula éssea e a maturacao de
megacaridcitos, quantificar a taxa de proliferacéo
celular e detectar ediferenciar leucemias e sindromes
miel odispl 4sicas (WEISS, 2002).

A contagem diferencial de células da
medula 6ssea de caes e gatos por meio da citometria
de fluxo permite a identificacdo de populagdes de
neutrdfil os segmentados e bastonetes, metamiel citos,
célulasmiel6idesimaturas, células eritréidesimaturas
ecélulaseritréides maduras. Oslinfdcitos ndo podem
ser quantificados uma vez que se sobrepdem aos
eritrécitos maduros; porém o uso de anticorpos
monoclonais linfécito-especificos permite a
quantificac@o dessas células (WEISS, 2002). A
superestimacdo de células eritréides maduras pode
ocorrer devido a presenca de linfécitos na contagem
dasreferidas células. Porém, o efeito é pequeno, pois
oslinfécitos representam menos de 5% das células da
medula 6ssea (WEISS et al., 2000). A contagem
diferencial de células damedul a éssea pelaexpressio
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do CD45 edacomplexidadeintracelular foi realizada
em cées (FALDYNA et a., 2003; WEISS, 2004) e
gatos (WEISS et a., 2000).

A quantificagcdo das subpopulactes
linfocitarias damedula 6ssea pela citometriade fluxo
é fundamental no monitoramento do paciente apds o
transplante. O transplante alogénico de medula 6ssea
tem sido utilizado em humanos no tratamento de
diversas doencas como anemia apléstica, desordens
das células vermel has, imunodeficiéncias congénitas
e alteragBes malignas do sangue. A quantidade de
células presente namedula éssea é um fator importante
no sucesso do transplante, uma vez que as
subpopulagdes de linfécitos do doador mediam um
delicado balango entrerejei¢éo e desenvol vimento da
doenca do enxerto versus 0 hospedeiro apés o
transplante alogénico de células-tronco (ROCHA et
al., 2001).

Avaliacdo dos eritrécitos

A andlisedos eritrocitos pode ser realizada
usando sangue total com anticoagulante ou com
hemécias isoladas da camada eritrocitaria ap6s a
centrifugacdo (WEISS, 2002). As aplicacbes da
citometria de fluxo na avaliagdo dos eritrocitos
consistem na quantificacdo dereticul 6citos (DAVIS
& BIGELOW, 1989), pesquisa de eritroparasitas
(WYATT et al., 1991; SHIONO et al., 2004) e
deteccdo de anticorpos anti-eritrocitarios
(WILKERSON et al., 2000). A quantificagdo de
reticul 6citos pela citometria de fluxo € mais precisa
do que a contagem manual em felinos (REAGAN et
a., 1992) e cdes (ABBOT & McGRATH, 1991). A
citometriade fluxo tem sido aplicadana pesquisade
eritroparasitas, tais como, Babesia bovis (WYATT
et a., 1991) e Theileria sergenti (SHIONO et al.,
2004) em bovinos.

Avaliaco dos leucocitos

A imunofenotipagem de linfécitos é uma
aplicacdo comum da citometria de fluxo em
imunohematologia de seres humanos, e tem sido
utilizada para estudar os efeitos de doencas e
modificagdes do sistema imune nas populagdes de
linfocitos. Namedicina veterinaria, essatécnicavem
comegando aser utilizadaafim deavaliar aapoptose,
a progressao das infeccdes pelos virus da
imunodeficiénciafelinaedaleucemiafdina, aresposta
de transplantes de érgdos em modelos caninos, a
respostaimunol égicafrente asinfeccdes (BY RNE et
al., 2000) e ao tratamento quimioterdpico de animais
acometidos por leucemias e linfomas (RIVAS et dl.,
1996).

Em relagdo aos anticorpos monoclonais
gueidentificam os antigenos |eucocitérios caninos,
estes foram definidos durante o “Primeiro
Workshop Internacional de Antigeno L eucocitario
Canino” (CLAW —First Canine Leukocyte Antigen
Workshop), ocorrido em Cambridge (U.K.) em
1993 (COBBOLD & METCALFE, 1994). No
supracitado Workshop, definiu-se o0 CD5 como
principal marcador de superficie para todos os
linfécitos T de cdes, o CD4 como marcador de
linfdcitos T auxiliares e 0 CD8 como marcador de
linfécitos T citotéxicos (COBBOLD &
METCALFE, 1994).

A andlise dos linfécitos pela citometria
de fluxo deve ser acompanhada pelas contagens
totais e diferenciais de leucécitos. A quantidade
absoluta das subpopulacdes linfocitéarias é
determinada pelas porcentagens da citometria de
fluxo, o valor total de leucécitos e o valor
diferencial relativo de linfécitos. E importante
conhecer adistribuicdo normal das populagtes de
linfécitos em animais sadios para aplicar a
citometriadefluxo e utiliza-lapara definir doengas,
monitorar seu progresso e auxiliar no prognostico
(BYRNE et a., 2000).

A distribuicdo das subpopulactes
linfocitarias caninas varia com aidade, sendo que a
porcentagem de células T aumenta com a idade
(FALDYNA et al., 2001; HOGENESCH et al., 2004).
O valor médio de CD4 (45%) foi maior do que o de
CD8 (28,8%) no sangue periférico de cées Beagles
com 18 meses de idade (BY RNE et a., 2000).

Avaliacdo das plaguetas

A amostramais fregiientemente utilizada
paraavaliagao citofluorométricadas plaquetas é o
plasma rico em plaquetas (WEISS, 2000). A
citometriade fluxo tem sido utilizada na contagem
de plaquetasimaturas (WILKERSON et al., 2001),
plaguetas ativadas (ABRAMS & SHATTIL, 1991)
e andlise de anticorpos anti-plaquetarios (WANER
etal., 1995).

A identificagdo de plaquetas imaturas ou
reticuladas, assim como de reticul écitos, é reaizada
por meio dadetecgdo do aumento do conteido de &cido
ribonucléico (WEISS & TOWNSEND, 1998). A
contagem de plaquetasimaturas é utilizada para definir
se a trombocitopenia é causada por reducdo na
produgdo ou aumento no consumo/destrui¢éo de
plaquetas (RUSSEL et al., 1997). A maioria dos caes
com contagem elevada de plaquetas reticuladas
apresenta trombocitopenia devido ao alto consumo
ou destruic¢do de plaquetas (WEISS, 2000).
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Os testes de deteccdo de plaquetas
circulantes ativadas incluem a ligagédo de
fibrinogénio as plaguetas, ligacdo de anticorpos
monoclonais para ativacdo dependente de
marcadores na superficie da plaqueta, além da
deteccao de microparticulas de plaquetas, da
alteracéo da forma e de agregados de plaquetas-
leucocitos (ABRAMS & SHATTIL, 1991; DORE
et al., 1993; RUF & PATSCHEKE, 1995; WEISS
et al., 1997; MORITZ et al., 2003).

Resultados positivos de anticorpos anti-
plaguetérios foram obtidos em 67% dos caes com
suspeita de trombocitopenia imunomediada
(KRISTENSEN et al., 1994) e em equinos com
trombocitopenia imunomediada (McGURRIN et al.,
2004). Além disso, testes positivos em caes podem
indicar erliquiose (WANER et al., 1995).

CONCLUSAO

A metodologia da citometria de fluxo,
apesar do alto custo e da necessidade de técnicos
especializados, permite umaandliserapida, eficiente
e quantitativa de células em suspenséo. Estatécnica
emergente tem ampla aplicacdo na hematologia
veterinaria, sendo que projetos cientificos sobre a
avaliagdo citofluorométrica das células-tronco e
subpopulag@es linfocitarias de caes tém sido
desenvolvidos com sucesso por pesquisadores daarea
de hematologiaveterinariana Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal . Portanto,
no futuro, a citometria de fluxo deve se tornar uma
técnica aplicada em laboratorios veterinarios no
Brasil.
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