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Herramienta diagnostica
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transformarla en una senal digital

(Comazzi y Gelain, 2011; Aniolek y col., 2014 ; Sanchez y col., 2020)
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Metodo
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Diferente morfdogia
diferente difraccion de la luz
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(Comazzi y Gelain, 2011; Aniolek y col., 2014 ; Sanchez y col., 2020)



Diferente morfdogia
nultiparamétrico diferente reflexion y refraccion de la luz

SSC

granularidad
complejidad celular

Laser

(Comazzi y Gelain, 2011; Aniolek y col., 2014 ; Sanchez y col., 2020)
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CTOMETRALEARLLO
Método FSCy SSC son Unicos para cada tipo celular

rrultiparamétrico l
Cormbinados pueden identificar poblaciones en una

mezcla heterogénea
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OTOMEIRADERLLO

Metodo Cada lingje celular presentaunpatron — coes
nultiparamétrico antigénico especifico
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ldentificacion de sub-poblaciones celulares mediante el uso
de Anticuerpos contra moléculas de superficie y/o
intracitoplasmaticas

Proporciona informacion acerca de:
< zLinaje celular (mieloide vs linfoide)
+'2Grado diferenciacién
<'2Estado activacién Inmunidad

También podria utilizarse IHQ 3

INMUNOFENOTIPO



Qusters of differentiation

PANLEUCOCITARIO LINFOCITOST LINFOCITOS B SERIE MIELOIDE CELS. INMADURAS OTROS

CD18 cD3 D21 CD11b CD34 KI 67
CD44 CD5 CD79a cD14 CD117 MHC I
CD45 CD4 MPO
\Hm cD8 CD235a
!
CD25
FOXP3

Antigenos intracelulares vs de superficie USO EN COMBI NAClON



OTOMEIRADERLUO

/
'\ . . s .
| R Tipo de muestra Suspensién Eleccion correcta del medio
 Sangre periférica, linfonédulos celular EDTA, PBS+EDTA

Meédula dsea, Biopsia de tejido é Suero fisiologico NaCl 0.9% + 10% suero del
Liquido pleural, ascitico, LCR paciente, PBS, RPMI, RPMI+AZIDA Na+SFB

TRANSFIX

(e

(Evans, 2023)



OTOMEIRADERLLO

Anticuerpo anti-CD21 & Fluorocromo % Anticuerpo anti-CD3
CD79 g - -
!

CD21
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Linfocito T citotéxico




Cells From Sample —{
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Ventajas I Desventajas

Facilidad en la toma de muestras | Costo de equipamiento, reactivos, anticuerpos

Determina en TIEMPO REAL las caracteristicas@l Viabilidad de las muestras
de una poblacion celular

. . Conocimiento para la interpretacion de
Informacién de MULTIPLES PARAMETROSJ resultados (inmunologia, fisiopatologia)
para el analisis de las células individualmente

No aporta informacion acerca de Ia

Analiza a alta velocidad gran cantidad del} arquitectura del tejido
células, RAPIDEZ en obtencion de resultados!

Metodo destructivo que no permite re-
Alta sensibilidad para poblaciones celulareql utilizar el material analizado (excepto sorting)
‘poco abundantes: 10*-10° |

—

CITOMETRIA DE FLUJO VENTAJAS/DESVENTAIJAS =




La informacion que podemos obtener por CF depende en
gran medida de la CALIDAD de la muestra a analizar

NECESITAMOS CELULAS VIVAS

* Refrigerada
Procesar dentro de las 24 (96) hs post extraida

§ Viabilidad celular




%, Tener en cuenta... 3

Farmacos administrados: Especie:
Glucocorticoides m M
\ o bl G G
Frag|l|dad celular Anticuerpos monoclonales especificos de especie

Reactividad cruzada

Apoptosis

Flot 1: B01 CAMELA4 ST 051023
GATE = [No Gating]

Plot 1: CO3 PAAF directo
GATE  [Mo Gating] 4

2,284,400

Inhibicion expresion de marcadores Ayuno "t

J Vei Iniern Med 2006:20:1 166-1171

1,000,000

S5C-A
1,000,000 2,000,000 3,095,747

SEC-A

The Effect of Glucocorticoids on Canine Lymphocyte Marker

Expression and Apoptosis f rr
M.A.G. Ammersbach, S.A. Kruth, W. Sears, and D. Bienzle R ea—— T . ° n ' '
244 906 2,000,000 5,204,242 ] 2,000,000 4,000,000 G492 375
FSC-A FSC-A
Each dog received 50 mg (range 1.66—2.24 mg/kg) of prednisone orally once a day for 3 consecutive days. ”serpentina” de ||'pidos




PRINCIPALES USOS DE LA CF EN ONCOLOGIA VETERINARIA

¢Que pacientes son candidatos?




Citometria de flujo como herramienta
complementaria!!

@ No debe ser la primera opcién
de diagnadstico
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Alteraciones clinicopatoldgicas: Citologia
Linfadenopatia generalizada PCR-PARR

Masas mediastinicas

Efusiones cavitarias

Linfocitosis persistente y marcada
Presencia de blastos en SP
Hipercalcemia

Pancitopenia

Hiperglobulinemia/Gammapatias

Hepatomegalia Mastoutomasi a.lguno.s desordenes histiociticos, mieloma
multiple, linfomas extranodales ??

VN

Histopatologia

»
@

PCR-PARR

Hematologia y BQ

La citometria de flujo no esta indicada en pacientes con
neutrofilia, eosinofilia, basofilia o monocitosis!!

Esplenomegalia

los marcadores disponibles actualmente no
permiten un diagnodstico definitivo

O nCOh e m C’ 1.0 I o g I’d (Martini y col., 2018; Evans, 2023)




La Citometria se ha establecido como
una herramienta indispensable en |a
Hemato-oncologia, ya que permite

realizar el diagndstico, pronostico y
dirigir el tratamiento de leucemias y
infomas




¢Cual es el aporte de la CF en
el manejo clinico de los
pacientes oncologicos?
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))) Diagnostico o
aproximacion al mismo




¢ LINFOMAS

Tumor maligno linfoide que se origina en
organos solidos (linfonddulos, higado, bazo, piel,

SNC, ojo, rifidn, intestino)



Panel Diagnostico

CLINICO HABORAIORIO cIToLdGIco M  INMUNOFENOTIPICO HISTOPATOLOGICO | PCR - PARR
IMAGENOLOGIA HO




Capaz de
diagnosticar el 85-
90% de los linfomas
(alto grado)
Dificultad en los de
bajo grado

SIEMPRE PARTIMOS DE UN DIAGNOSTICO CONFIRMADO

- o T T
. % ’ - . -
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Tomado de Sanchez et al., 2020

Journal of Veterinary Internal Medicine ACYIM
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Performance of lymph node cytopathology in diagnosis and
characterization of lymphoma in dogs
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SIEMPRE PARTIMOS DE UN DIAGNOSTICO CONFIRMADO

ESTUDIO CITOLOGICO

Descripcion de la lesion: Linfonodo preescapular izquierdo
Técnica de biopsia: PAAF
Tincion: T15

Evaluacion celular: -

Obs: Citograma de aspecto linfoide constituido en su mayor porcentaje (70%) por elementos linfoides de alta talla,
nucleolados, compatibles con linfoblastos. En la zona puncionada no se observaron elementos de origen extraganglionar

Interpretacion Compatible con sindrome linfoproliferativo: linfoma. Se
recomienda complementar con estudio de
inmunofenotipo
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'@' ~ Utilidad relacionada a recursos diagnosticos de cada clinico/ pais $

Q

Tener en cuenta.. ¢QQUE quiero responder?

Tamano celular

Biesndsiios @ Inmunofenotipo

aproximacion al mismo ]
Aberraciones

Proliferacion celular

@ [NO hay estudios que correlacionen Ki-67 y tamano celular con tipo histologico |
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¢Como obtener la muestra?



Aspiracion si es
necesario

¢Como obtener la muestra?



! Enjuage
A
) v

Aspirar!
Desarticular
jeringa!

¢Como obtener la muestra?
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LA CITOMETRIA DE FLUJO AL SERVICIO DEL DIAGNOSTIO DE LINFOMA EN CANINOS
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Aberraciones sinonimo de “pseudoclonalidad”

Diagnostico

Linfoma null (CD45+, CD3-, CD5-, CD21-)

Linfoma aberrante (CD3/CD21++)

Contents |ists available #t ScienceDirect

The Veterinary Journal

journal homepage: www.elsevier.com/locate/tvjl

Review

Use of flow cytometric immunophenotyping to refine the cytological diagnosis
of canine lymphoma

5. Comazzi®, M.E. Gelain

Depastment of Veeriny Potholdygy, Hypbeme aud Heatth, Dniversity of Allen, Ve Gelaele 10, 20037 Miban, by




Diagnostico

Aberraciones @,

LINFOMAS B LINFOMAS T

Co-expresion marcadores B

o 7/

)
-

CD34+

Pérdida o baja expresion MHCI|

Baja expresion MHCII

Baja expresidon CD79a CD4/CD8++ CD4/CD8--

.
— oy
X UL
(Comazzi y Gelain, 2011; Martini y col., 2013; Avery y col., 2014; Pawlak y col., 2014; Riondato y Comazzi, 2021; Comazzi y Riondato., 2021; Celant y col., 2022)




Diagnostico

Linfonodo reactivo

™

Hiperplasia

Heterogéneas Homogéneas (todas del mismo fenotipo)
Tamafo normal Tamafo aberrante
Sin aberraciones fenotipicas Fenotipos aberrantes
Aumentadas pero no tanto como las neoplasicas Cantidades mucho mayores que la contraparte normal
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(Evans, 2023)




Nasa mediastinal

J Ver Infern Med 2006:270:1161-1165

Diagnosis of Mediastinal Masses in Dogs by Flow Cytometry

Susan Lana, Susan Plaza, Kerri Hampe, Rob Burnett, and Anne C. Avery
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Figure 7-14 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




Estadificacion
))) pronostica




“El inmunofenotipo celular es el factor mas importante asociado con el prondstico”

FENOTIPIFICACION

ANORMALIDADES
SEXO, EDAD, RAZA, CROMOSOMICAS
PESO

En las personas y en los perros : LT agresivos
peor pronodstico que los LB, atribuible a
caracteristicas clinicas mas adversas y una mayor
incidencia _de recaidas con menores tasas de
respuesta completa al mismo tratamiento

LOCALIZACION

ANATOMICA HISTOPATOLOGIA

RESPUESTA AL

TRATAMIENTO ETAPA DE
DESARROLLO

TUMORAL




Estadificacion pronostica

Linfoma B

Linfoma de
zona T

Linfoma T

INMUNOFENOTIPO



HALLMARK Estadificaciéon prondstica
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WILEY [Rasiis
ORIGINAL ARTICLE
Increased frequency of CD45 negative T cells (T zone cells) in
CD4/CD8-- .
339% older Golden retriever dogs
CD8 +
K. L. Hughes

| J. D. Labadie | J. A. Yoshimoto | J. J. Dossey | R. C. Bumett | A. C. Avery

GR como raza predispuesta w

44% "
‘ Posibilidad de estado preneoplasico

CD4/CD8++ .
16/30 Golden Retriever

3% (Avery y col., 2014; Seelig y col., 2014; Martini y col., 2015)

LINFOMA T INDOLENTE



Estadificacion pronostica

I- Plot 14; BO2 PAMEL 2 CD3 CD45 CD...
GATE  (F1in R1)

1.600

Ie2-L W2-F
Interpretacion - 4 7% 95,3%

Obs: Citograma compatible con sindrome linfoproliferativa: posible linfoma de células en espejo de mano. Se recomienda
complementar el diagnéstico con estudio de inmunofenotipo.

1.000

Count

A00
1

CD45+ y comportamiento clinico indolente

= e
I B R R B T - R
CDAS-APC FLA &

CASE REPORT WILEY ppetermace Cluel Putelag
A case of canine high-grade T-cell lymphoma No existen técnicas perfectas, 100%
immunophenotypically consistent with T-zone lymphoma sensibles y 100% especificas!

Cyril Parachini-Winter' | Kaiflin M. Curan® | Duncan S. Russell® | Elena Gorman®

Pruebas complementarias
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J Vet Intern Med 2011;25:1097-1105 o ., L.
Estadificacion pronostica

Class II Major Histocompatibility Complex Expression and Cell
Size Independently Predict Survival in Canine B-Cell Lymphoma

S. Rao, S. Lana, J. Eickhoff, E. Marcus, P.R. Avery, P.S. Morley, and A.C. Avery

Baja expresion de MHC-II: fuerte predictor de mal prondstico en linfomas caninos de inmunofenotipo B
(314 vs 120 d)

Linfoma T: TZL altos niveles, T alto grado bajos niveles

Pero... reportes de hepatoesplénico y cutaneo con alta expresion
(Avery y col., 2014; Seelig y col., 2014; Deraviy col., 2017; Harris y col., 2019)
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Estadificacion pronostica

Ki67 es practico para determinar el grado de malignidad de
los linfomas caninos
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PROLIFERACION CELULAR KI-67 e




Medicina de
precision

)




¢Tratamiento diferencial
acorde al
inmunofenotipo?
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Response rate after administration of a single dose
of doxorubicin in dogs with B-cell or Tcell lymphoma:

N
\ﬁ\t“ \2““3‘3‘)“ f:

’;ﬁi‘;‘ﬁhazm& gl  ({TRATAMIENTO DIFERENCIAL ACORDE AL [N
) INMUNOFENOTIPO?
VETERINARY
JOURNAL
EEEE atments for

Lymphoma
A Retrospective Study of Multi-agent Chemotherapy including either

Cyclophosphamide or Lomustine as Initial Therapy for Canine
High-grade T

Douglas H. Thamm, wso

J Elliott™ 2" and 5 Baines
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Veterinary and
Comparative Oncology

ORIGINAL ARTICLE

Minimal residual disease in lymph nodes after achievement of
complete remission predicts time to relapse in dogs with large
B-cell ymphoma

Carmit Chalfon, Valeria Martini, Stefano Comazzi, Luca Aresu, Damiano Stefanello, Fulvio Riondato,
Roberta Ferrari, Laura Marconato B2

La infiltracion de LN por >0,5%
de células CD21+ grandes
después del tratamiento es un
factor pronostico desfavorable.

Luca Aresu L G, Arianna Arico ° Serena Ferraresso °, Valeria Martini b, Stefano Comazzi °,

Caracteristicas
morfologicas e
inmunofenotipicas

The Veterinary Journal
Volume 200, Issue 2, May 2014, Pages 318-324

The
Yeerinary| 0001

Minimal residual disease detection by flow
cytometry and PARR in lymph node,
peripheral blood and bone marrow,
following treatment of dogs with diffuse
large B-cell lymphoma

b

Fulvio Riondato ¢, Mery Giantin , Mauro Dacaste ?, Eleonora Guadagnin ¢, Patrick Frayssinet 9,

Nicole Rouquet 4, Michele Drigo , Laura Marcenato f

Show more s/
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LEUCEMIAS

Proliferaciones neoplasicas malignas con ‘
origen en la médula dsea A
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CF en leucenna aguda

LLA y LMA pueden ser morfolégicamente indistinguibles

J\ re—n
> k

\ Citometria de flujo auxilia en la diferenciacion (LINAJE)

LLA:

Forma mas comun de leucemia aguda
Mayoria Linfoblastos B (CD79a+, CD34+)
Prondstico malo, agresiva

Mayoria MHCII+

. Blastos LLA

Blastos LMA

(Averyy col., 2007; Comazziy col., 2015; Bromberek
y col., 2016; Rout y col., 2021; Evans, 2023)




CF en leucemia crénic:a

LLC:
[ ]
La mdas comun en perros (gerontes), “Indolente”, Linfocitos maduros afuncionales

CLL canino no expresa CD5
Mayoria T CD8 (perro) y CD4 (gato). B poco frecuente (linfocitosis> a 5000/ulL+ >260% CD21+)

Fenotipo como factor prondstico: controversia (T peor) }3 0oty ..l A
Leucemla linfoide cronica

Diferenciar condiciones reaccionales de neoplasicas — “CLONALIDAD”

Pronodstico??? Controversia

Leucemia mieloide crénica
' o ¢ NG
* N 9 Mielograma con utilidad cuestionable (aumento de proliferacién que tb puede ser reaccional)
{}‘ ” -,_A ¥ e ¢ CF tampoco aporta demasiados datos porque solo va a tipificar pero no indica clonalidad
‘;. ~ . . | Generalmente buena sobrevida

(Averyy col., 2007; Comazziy col., 2015; Brombereky col., 2016; Rout y col., 2021; Evans, 2023)
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Desarrollo de nanoanticuerpos anti-PD1 y anti-PDL1 para
el tratamiento de cancer en perros

1 TCR
e

Exploring the dynamics of — _—‘3‘

Programmed Death-Ligand 1 in <d’ PD1-PDL1 t-CTLA4 Q) AntiPD-TQ "' MHC |
canine lymphoma: unraveling CD8O” - D Ujr

mRNA amount, surface @ CD47

membrane expression and Tumor cell

plasmatic levels @) cTLA-4

Alessandra Ubiali?, Luiza Cesar Conti?, Paola Dall'Ara’,
Raffaella De Maria? Luca Aresu?, Pierangelo Moretti’,
Federica Sini?, Fulvio Riondato? Damiano Stefanello?,
Stefano Comazzi* and Valeria Martini®

INMUNOTERAPIA




Resunriendo... aplicaciones practicas de la CF

M [DETERMINAR INMUNOFENOTIPO %

W | MARCADORES PRONOSTICOS (KI67, MHCII) ]
)| DIFERENCIAR LINFADENOPATIAS REACTIVAS Y NEOPLASICAS |
Y DIFERENCIAR LLA VS LINFOMA V (CD34) 7
) | DIFERENCIAR LINFOMA MEDIASTINICO DE TIMOMA (CD4/CD8) |

I E———
57




== Servicio de innrunofenatipificacion de linfonrasy
leucennas caninos

PAULA FLORENCIA PATRICIA MELANIE ROSINA
PESSINA MOSQUILLO LINDIMAN BAZZANO SANCHEZ SOLE
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MUCHAS GRACIAS!

rosinasanchsole@gmail.com






The Veterinary Journal
Volume 303, February 2024, 106057
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ELSEVIER

Estadificacion pronostica

The Veterinary Journal
Volume 197, Issue 3, September 2013, Pages 776-781

The
eserinary 101}

ELSEVIER

Prognostic value of peripheral blood
and bone marrow infiltration assessed
by flow cytometry in dogs with de novo
nodal peripheral T-cell lymphoma
receiving alkylating-rich chemotherapy

L. Marconato © & &, S. Comazzi ®, C. Agnoli %, L. Aresu °, D. Stefanello ®, E. Riondato <,

L. Gamberini 9, S. Sabattini ®

MOR cut-off 5% (114 vs 179d)

Sangre periférica sin  valor

prondstico

Assessment of bone marrow infiltration
diagnosed by flow cytometry in canine
large B cell lymphoma: Prognostic
significance and proposal of a cut-off
value

Laura Marconato ® & &, Valeria Martini ®, Luca Aresu €, Michele Sampoolo 9,
b

Fabio Valentini %, Valentina Rinaldi ©, Stefano Comazzi

* MOR cut-off 3% (155 vs 322d)

 Sangre periférica sin valor

prondstico

The Veterinary Journal
Volume 246, April 2019, Pages 78-84
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Prognostic significance of peripheral
blood and bone marrow infiltration in
newly-diagnosed canine nodal
marginal zone lymphoma

Laura Marconato @ & &, Stefano Comazzi ®, Luca Aresu <, Fulvio Riondato €,

Damiano Stefanello ®, Roberta Ferrari , Valeria Martini ®

Clamess mmmen s

« MOR cut-off <1% (1403d)
1-20 % (337d)
>20% (188d)

 Sangre periférica cut-off 30%
(186 vs 543d)

Medula dosea




