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- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA -

RESUMO

A citometria de fluxo é um método emergente na
medicina veterinária que permite a identificação e quantificação
de células em suspensão.  Apesar do custo elevado e da
necessidade de técnicos especializados para realização da
avaliação citofluorométrica, esta técnica tem uma ampla
aplicação na hematologia veterinária, incluindo a avaliação de
células-tronco hematopoiéticas, eritrócitos, leucócitos e
plaquetas. O grande potencial de aplicação clínica da citometria
de fluxo inclui a quantificação das células CD34+ como indicação
da capacidade de reconstituição hematopoiética após o
transplante de células-tronco e das subpopulações linfocitárias
para avaliação da resposta imune frente aos transplantes e às
doenças que acometem os animais. Projetos científicos sobre a
avaliação citofluorométrica das células-tronco e subpopulações
linfocitárias de cães têm sido desenvolvidos com sucesso por
pesquisadores da área de hematologia veterinária na
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal. Portanto, no futuro, a citometria de fluxo deve
se tornar uma técnica de rotina em laboratórios veterinários
no Brasil.

Palavras-chave: citometria de fluxo, medicina veterinária,
hematologia, células-tronco, subpopulações
linfocitárias.

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 has a wide 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 Brazil.

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

INTRODUÇÃO

A citometria de fluxo é um recurso
emergente na medicina veterinária que permite uma
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análise rápida, objetiva e quantitativa de células em
suspensão (FALDYNA et al., 2001). As células da
amostra em suspensão são marcadas com anticorpos
monoclonais específicos ligados a fluorocromos, que
permitem a identificação e a quantificação de células
pelo tamanho, granulosidade e intensidade de
fluorescência (ROITT et al., 1999). Apesar do alto
custo e da necessidade de técnicos especializados para
realização da avaliação citofluorométrica, esta técnica
tem sido aplicada em diversos projetos científicos
relacionados à medicina veterinária no Brasil. A
citometria de fluxo tem uma ampla aplicação na
hematologia veterinária, incluindo a identificação de
células-tronco hematopoiéticas, contagens celulares
diferenciais da medula óssea, quantificação de
reticulócitos, pesquisa de eritroparasitas, detecção de
anticorpos anti-eritrocitários, contagem diferencial de
leucócitos, imunofenotipagem de linfócitos e
contagem de plaquetas reticuladas.

O grupo de pesquisa do laboratório de
patologia clínica veterinária da Faculdade de Ciências
Agrárias e Veterinárias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal
(SP), constituído por docente, graduandos e pós-
graduandos em medicina veterinária, tem realizado
projetos científicos relacionados à citometria de fluxo
desde 2000. Entretanto, devido ao elevado custo do
citômetro de fluxo, as análises citofluorométricas têm
sido realizadas no laboratório de citometria de fluxo
do Hemocentro de Ribeirão Preto/SP, localizado no
Centro de Terapia Celular (CTC) da Faculdade de
Medicina de Ribeirão Preto (FMRP), Universidade
de São Paulo (USP). Os projetos de pesquisa
desenvolvidos com sucesso pelo grupo supracitado
estão relacionados com a quantificação de células-
tronco (NAKAGE et al., 2004) e subpopulações
linfocitárias do sangue do cordão umbilical de cães.
Além disso, vários experimentos relacionados com a
hematologia veterinária estão em andamento,
demonstrando a importância da citometria de fluxo.

O objetivo desta revisão bibliográfica é
demonstrar a metodologia e a aplicação da citometria
de fluxo na hematologia veterinária, devido à crescente
importância desta técnica na medicina veterinária no
Brasil.

METODOLOGIA DA CITOMETRIA DE FLUXO

Citômetro de fluxo
O citômetro de fluxo é um aparelho

utilizado para avaliação da emissão de fluorescência
das células (FACS – Fluorescence Activated Cell
Sorter). Alguns aparelhos são capazes de separar

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

As células da amostra em suspensão são
marcadas com reagentes fluorescentes específicos para
detecção de moléculas de superfície e são introduzidas
numa câmara de fluxo vibratória. O fluxo de células
que atravessa a câmara é envolvido por uma solução
tampão, sendo que 500 a 4000 células ou partículas
passam em fila simples por segundo por meio do
sensor eletrônico. O fluxo é iluminado por laser de
argônio (azul), que tem uma energia de luz incidente
de 488nm. Cada célula é avaliada com relação ao
tamanho (dispersor de luz anterior) e granulosidade
(dispersor de 90°) e para intensidade de fluorescência
para detecção de antígenos de superfície diferentes
(imunofenotipagem). A vibração do fluxo celular
provoca o rompimento em gotículas que podem ser
carregadas eletricamente e, a partir daí, dirigidas por
placas de deflexão eletromagnética para serem
coletadas em diferentes populações celulares de
acordo com os parâmetros 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

identificação de determinadas células em suspensão,
promovendo a identificação e a quantificação de
células pelo tamanho, granulosidade e intensidade de
fluorescência destas células (ROITT et al., 1999).

A avaliação do tamanho relativo da célula
(“Forward scatter – FSC”) e da granulosidade ou
complexidade interna da célula (“Side Scatter – SSC”)
permite a classificação dos leucócitos em linfócitos,
monócitos e granulócitos (GRINDEM, 1996). A
imunofenotipagem consiste no isolamento de
populações de células distintas com diferentes
antígenos de superfície marcados com anticorpos
fluorescentes específicos (ROITT et al., 1999). A
avaliação da intensidade de fluorescência ocorre para
detecção de antígenos de superfície diferentes
marcados com anticorpos monoclonais específicos
ligados a compostos químicos fluorescentes ou
fluorocromos (GRINDEM, 1996).

Os anticorpos monoclonais são os reagentes
de escolha devido à sua especificidade, reação cruzada
mínima e reprodutibilidade (KEREN, 1994). O termo
CD (Cluster Designation = denominação de
grupamento) é utilizado para denominar os anticorpos
monoclonais criados em diferentes laboratórios de
todo o mundo contra antígenos leucocitários humanos
(ROITT, 1999).

Alguns “workshops” têm sido organizados
para classificar os antígenos que identificam os tipos
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celulares com um número do CD correspondente à
nomenclatura humana de diversos animais domésticos,
incluindo, os cães (COBBOLD & METCALF, 1994),
suínos (SAALMULLER, 1996), eqüinos (LUNN et
al., 1996) e ruminantes (NAESSENS et al., 1997).
Determinados anticorpos monoclonais específicos
para felinos foram identificados (ACKLEY et al.,
1990; ACKLEY & COOPER, 1992; WILLETT et al.,
1994; WOO & MOORE, 1997). Alguns anticorpos
monoclonais específicos para cães e gatos estão
disponíveis comercialmente (BYRNE et al., 2000).

Preparação da amostra
A coleta e o processamento da amostra

variam de acordo com o tipo celular a ser analisado, o
local de onde é proveniente e o método de ensaio.
Vários anticoagulantes como o EDTA, citrato de sódio
e heparina têm sido utilizados com sucesso. O volume
de amostra necessário para análise, geralmente, é de
100µL de sangue periférico ou medula óssea.  Células
danificadas ou mortas alteram as propriedades de
tamanho e granulosidade nos gráficos e ligação
inespecífica de anticorpos monoclonais. Portanto, o
sangue deve ser refrigerado e processado até 24 horas
após a coleta da amostra (WEISS, 2002).

O método básico do processamento de
amostras por meio da citometria de fluxo é comum na
maioria dos ensaios (QUIRKE & DYSON, 1986).
Geralmente, as células são incubadas por 30 a 60
minutos com um anticorpo marcado com fluorocromo
ou somente com um anticorpo monoclonal específico.
Se o anticorpo monoclonal é marcado com o
fluorocromo, a suspensão celular é lavada,
ressuspendida em solução tampão e analisada. Se o
anticorpo primário não é marcado, após lavar a
suspensão celular, é adicionado um anticorpo anti-
camundongo. O anticorpo secundário se liga
proporcionalmente à quantidade de anticorpo primário
que é ligado. Após a remoção do anticorpo secundário
em excesso, pela lavagem, a amostra é analisada
(WEISS, 2002).

A detecção e enumeração de reticulócitos
caninos são realizadas com o fluorocromo thiazole
orange (ABBOT & McGRATH, 1991; EVANS &
FAGG, 1994), que é um fluorocromo permeável à
membrana dos reticulócitos que se liga aos ácidos
nucléicos, formando um complexo nucleotídeo
fluorescente reagente com emissão de fluorescência a
530nm (FERGUSON et al., 1990). O sangue total
incubado com thiazole orange por 30 minutos é
analisado. As células são dispostas nos gráficos de
fluorescência verde versus tamanho relativo da célula
e um quadro avalia a porcentagem de eritrócitos com

intensidade de fluorescência elevada (WEISS, 2002).
A estabilidade da amostra a 4°C ocorre durante 96
horas após a coleta do sangue total adicionado de
EDTA e a estabilidade do fluorocromo thiazole orange
é de 5,5 horas após a marcação a 20°C em ambiente
escuro (ABBOT & McGRATH, 1991).

Os leucócitos podem ser analisados no
sangue total com anticoagulante ou podem ser
isolados pelo uso da centrifugação por gradiente de
densidade. O sangue total evita as alterações
celulares associadas à centrifugação por gradiente
de densidade. Geralmente, os eritrócitos são
removidos pela adição de tampão de lise de hemácias
(WEISS, 2002). As variações no tamanho e na
granulosidade permitem a classificação dos
leucócitos em linfócitos, monócitos e granulócitos.
É importante e ideal que as subpopulações
linfocitárias T CD4 e CD8 sejam preservadas,
enquanto outros componentes que possam interferir
na identificação desses linfócitos sejam eliminados.
Desta forma, o método recomendado para preparação
das amostras, segundo as diretrizes do National
Institute of Allergy and Infectious Diseases, é a
utilização da lise do sangue total, visto que os
métodos de separação de células linfocitárias por
diferença de gradiente de densidade pelo Ficoll ou
Histopaque requerem maior volume de sangue e as
alterações nas subpopulações linfocitárias são
maiores (PAXTON et al., 1989). BYRNE et al. (2000)
observaram que o isolamento de leucócitos do sangue
periférico pelo método de lise do sangue total
produziu fragmentos, dificultando a padronização.
Porém, segundo FALDYNA et al. (2001), a lise de
hemácias do sangue total é o método de escolha,
particularmente na medicina de pequenos animais
onde a quantidade de sangue colhida é limitada. O
anticoagulante recomendado é o ácido
etilenodiaminotetracético dissódico (EDTA), que
proporciona uma boa separação das distintas
populações leucocitárias e permite que as amostras
possam ser analisadas satisfatoriamente dentro de
um período de 24 horas (PAXTON et al., 1989). O
transporte para o laboratório e a estocagem das
amostras devem ser realizados sob uma temperatura
de 22°C, visto que a preservação do sangue na
temperatura de 4°C ocasiona uma perda significativa
de linfócitos T auxiliares (WEIBLEN et al., 1983).

A análise de anticorpos anti-plaquetários
pode ser realizada pelos métodos direto e indireto. Na
avaliação direta, as plaquetas são isoladas do sangue,
lavadas para remoção do plasma residual e incubação
com anti-IgG ou anti-IgM espécie-específico. No
método indireto, plaquetas de cães fixadas com
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paraformaldeído são incubadas com fluoresceína
ligada à IgG ovelha anti-cão.

APLICAÇÃO DA CITOMETRIA DE FLUXO NA
HEMATOLOGIA

Avaliação das células-tronco hematopoiéticas
As células-tronco hematopoiéticas

derivadas da medula óssea, do fígado fetal, do cordão
umbilical ou, até mesmo, do sangue periférico, podem
ser identificadas com o auxílio de um anticorpo
monoclonal dirigido contra o antígeno de superfície
CD34 (HUSS et al., 2000).

A quantificação das células-tronco CD34+

pela citometria de fluxo nos animais domésticos é
possível apenas na espécie canina, devido à produção
de anticorpos monoclonais específicos para CD34
canino por McSWEENEY et al. (1998). A marcação
com anticorpo monoclonal canino CD34 e sua
respectiva contagem por meio da análise no citômetro
de fluxo permitem a identificação e quantificação das
células-tronco na medula óssea (McSWEENEY et al.,
1996; McSWEENEY et al., 1998; BRUNO et al.,
1999; BRUNO et al., 2001; NIEMEYER et al., 2001;
HARTNETT et al., 2002) e no sangue do cordão
umbilical de cães (NAKAGE et al., 2004).

A contagem de células CD34+, como
indicador da capacidade de reconstituição das células
sangüíneas, foi proposta inicialmente por SIENA et al.
(1989) e, atualmente, a quantificação de células CD34+

pela citometria de fluxo tem sido amplamente adotada
para realização de transplante de células-tronco (HUSS
et al., 2000). A quantidade de CD34+ recomendada para
transplantes em cães varia de 1,2 a 3,4 x 106 kg-1 de peso
(GENGOZIAN, 2000). Cães que receberam transplante
de medula óssea com menos de 1,0 x106 células CD34+

kg-1 apresentaram lenta recuperação da celularidade
neutrofílica e plaquetária (BRUNO et al., 1999) e
linfocítica (HARTNETT et al., 2002).

O transplante de sangue periférico
mobilizado com fatores de crescimento
hematopoiéticos, tais como, o fator estimulante de
colônia granulocitária (“granulocyte-colony
stimulating factor” ou G-CSF) ou o fator de célula-
tronco (“stem cell factor” ou SCF) permite a
mobilização de células-tronco hematopoiéticas da
medula óssea para o sangue periférico de cães. O
transplante de sangue periférico mobilizado com 4,6
x106 células CD34+ kg-1 permitiu a reconstituição
hematopoiética dos cães (SANDMAIER et al., 1996),
sendo uma alternativa ao transplante de medula óssea,
devido à facilidade na colheita e à rapidez de
recuperação granulocitária e plaquetária.

A quantidade de células-tronco no SCU de
cães (3,38 ± 2,72 células CD34+ x106 kg-1) verificada
por NAKAGE et al. (2004) foi semelhante àquela obtida
na medula óssea (BRUNO et al., 1999; HARTNETT et
al., 2002; CREEVY et al., 2003) e no sangue periférico
mobilizado (SANDMAIER et al., 1996; SANDMAIER
et al., 2003) de cães adultos, sendo a quantidade
recomendada (1,2 a 3,4 x106 kg-1), para reconstituição
hematopoiética em cães (GENGOZIAN, 2000).

O transplante de células CD34+ do sangue
periférico e medula óssea revela o potencial terapêutico
das células-tronco em cães com linfoma (APPELBAUM
et al., 1986; ABRAMS-OGG et al., 1993), doenças
genéticas (BREIDER et al., 1989; GOERNER et al., 1999;
HARTNETT et al., 2002; CREEVY et al., 2003;
STELZNER et al., 2003), doenças do miocárdio
(KOVACIC et al., 2004; VULLIET et al., 2004), doenças
vasculares (BHATTACHARYA et al., 2000; HE et al.,
2003; MATSUMURA et al., 2003) e doenças do tecido
ósseo (ARINZEH et al., 2003; DE KOK et al., 2003).

Portanto, a identificação e quantificação
das células CD34+ nos cães, pela técnica de citometria
de fluxo, avalia a capacidade de reconstituição
hematopoiética das células-tronco caninas para
realização de transplantes de medula óssea e permite
o emprego do modelo canino em várias propostas
experimentais e terapêuticas sobre células-tronco, que
propiciam informações pré-clínicas nos transplantes
de medula óssea em humanos.

Avaliação da medula óssea
As técnicas de citometria de fluxo têm sido

utilizadas para determinar a contagem diferencial de
células da medula óssea e a maturação de
megacariócitos, quantificar a taxa de proliferação
celular e detectar e diferenciar leucemias e síndromes
mielodisplásicas (WEISS, 2002).

A contagem diferencial de células da
medula óssea de cães e gatos por meio da citometria
de fluxo permite a identificação de populações de
neutrófilos segmentados e bastonetes, metamielócitos,
células mielóides imaturas, células eritróides imaturas
e células eritróides maduras. Os linfócitos não podem
ser quantificados uma vez que se sobrepõem aos
eritrócitos maduros; porém o uso de anticorpos
monoclonais linfócito-específicos permite a
quantificação dessas células (WEISS, 2002). A
superestimação de células eritróides maduras pode
ocorrer devido à presença de linfócitos na contagem
das referidas células. Porém, o efeito é pequeno, pois
os linfócitos representam menos de 5% das células da
medula óssea (WEISS et al., 2000). A contagem
diferencial de células da medula óssea pela expressão
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do CD45 e da complexidade intracelular foi realizada
em cães (FALDYNA et al., 2003; WEISS, 2004) e
gatos (WEISS et al., 2000).

A quantificação das subpopulações
linfocitárias da medula óssea pela citometria de fluxo
é fundamental no monitoramento do paciente após o
transplante. O transplante alogênico de medula óssea
tem sido utilizado em humanos no tratamento de
diversas doenças como anemia aplástica, desordens
das células vermelhas, imunodeficiências congênitas
e alterações malignas do sangue. A quantidade de
células presente na medula óssea é um fator importante
no sucesso do transplante, uma vez que as
subpopulações de linfócitos do doador mediam um
delicado balanço entre rejeição e desenvolvimento da
doença do enxerto versus o hospedeiro após o
transplante alogênico de células-tronco (ROCHA et
al., 2001).

Avaliação dos eritrócitos
A análise dos eritrócitos pode ser realizada

usando sangue total com anticoagulante ou com
hemácias isoladas da camada eritrocitária após a
centrifugação (WEISS, 2002). As aplicações da
citometria de fluxo na avaliação dos eritrócitos
consistem na quantificação de reticulócitos (DAVIS
& BIGELOW, 1989), pesquisa de eritroparasitas
(WYATT et al., 1991; SHIONO et al., 2004) e
detecção de anticorpos anti-eritrocitários
(WILKERSON et al., 2000). A quantificação de
reticulócitos pela citometria de fluxo é mais precisa
do que a contagem manual em felinos (REAGAN et
al., 1992) e cães (ABBOT & McGRATH, 1991). A
citometria de fluxo tem sido aplicada na pesquisa de
eritroparasitas, tais como, Babesia bovis (WYATT
et al., 1991) e Theileria sergenti (SHIONO et al.,
2004) em bovinos.

Avaliação dos leucócitos
A imunofenotipagem de linfócitos é uma

aplicação comum da citometria de fluxo em
imunohematologia de seres humanos, e tem sido
utilizada para estudar os efeitos de doenças e
modificações do sistema imune nas populações de
linfócitos. Na medicina veterinária, essa técnica vem
começando a ser utilizada a fim de avaliar a apoptose,
a progressão das infecções pelos vírus da
imunodeficiência felina e da leucemia felina, a resposta
de transplantes de órgãos em modelos caninos, a
resposta imunológica frente às infecções (BYRNE et
al., 2000) e ao tratamento quimioterápico de animais
acometidos por leucemias e linfomas (RIVAS et al.,
1996).

Em relação aos anticorpos monoclonais
que identificam os antígenos leucocitários caninos,
estes  foram definidos durante o “Primeiro
Workshop Internacional de Antígeno Leucocitário
Canino” (CLAW – First Canine Leukocyte Antigen
Workshop), ocorrido em Cambridge (U.K.) em
1993 (COBBOLD & METCALFE, 1994). No
supracitado Workshop, definiu-se o CD5 como
principal marcador de superfície para todos os
linfócitos T de cães, o CD4 como marcador de
linfócitos T auxiliares e o CD8 como marcador de
l infóci tos  T ci totóxicos (COBBOLD &
METCALFE, 1994).

A análise dos linfócitos pela citometria
de fluxo deve ser acompanhada pelas contagens
totais e diferenciais de leucócitos. A quantidade
absoluta das subpopulações l infoci tár ias  é
determinada pelas porcentagens da citometria de
fluxo, o valor total de leucócitos e o valor
diferencial relativo de linfócitos. É importante
conhecer a distribuição normal das populações de
linfócitos em animais sadios para aplicar a
citometria de fluxo e utilizá-la para definir doenças,
monitorar seu progresso e auxiliar no prognóstico
(BYRNE et al., 2000).

A distribuição das subpopulações
linfocitárias caninas varia com a idade, 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 cães Beagles
com 18 meses de idade (BYRNE et al., 2000).

Avaliação das plaquetas
A amostra mais freqüentemente utilizada

para avaliação citofluorométrica das plaquetas é o
plasma rico em plaquetas (WEISS, 2000). A
citometria de fluxo tem sido utilizada na contagem
de plaquetas imaturas (WILKERSON et al., 2001),
plaquetas ativadas (ABRAMS & SHATTIL, 1991)
e análise de anticorpos anti-plaquetários (WANER
et al., 1995).

A identificação de plaquetas imaturas ou
reticuladas, assim como de reticulócitos, é realizada
por meio da detecção do aumento do conteúdo de ácido
ribonucléico (WEISS & TOWNSEND, 1998). A
contagem de plaquetas imaturas é utilizada para definir
se a trombocitopenia é causada por redução na
produção ou aumento no consumo/destruição de
plaquetas (RUSSEL et al., 1997). A maioria dos cães
com contagem elevada de plaquetas reticuladas
apresenta trombocitopenia devido ao alto consumo
ou destruição de plaquetas (WEISS, 2000).
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Os testes de detecção de plaquetas
circulantes  at ivadas incluem a l igação de
fibrinogênio às plaquetas, ligação de anticorpos
monoclonais  para at ivação dependente de
marcadores na superfície da plaqueta, além da
detecção de micropartículas de plaquetas, da
alteração da forma e de agregados de plaquetas-
leucócitos (ABRAMS & SHATTIL, 1991; DORE
et al., 1993; RUF & PATSCHEKE, 1995; WEISS
et al., 1997; MORITZ et al., 2003).

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

CONCLUSÃO

A metodologia da citometria de fluxo,
apesar do alto custo e da necessidade de técnicos
especializados, permite uma análise rápida, eficiente
e quantitativa de células em suspensão. Esta técnica
emergente tem ampla aplicação na hematologia
veterinária, sendo que projetos científicos sobre a
avaliação citofluorométrica das células-tronco e
subpopulações linfocitárias de cães têm sido
desenvolvidos com sucesso por pesquisadores da área
de hematologia veterinária na Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal. Portanto,
no futuro, a citometria de fluxo deve se tornar uma
técnica aplicada em laboratórios veterinários no
Brasil.
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