UFRRJ
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
PATOLOGIA E CIENCIAS CLINICAS

TESE

IMUNODETECCAO DA CADEIA ALFA DO RECEPTOR DE
INTERLEUCINA-3 (CD123) EM MASTOCITOMAS CUTANEOS
CANINOS DE BAIXO E ALTO GRAU: DESENVOLVIMENTO DE
PROTOCOLO E COMPARACAO COM O METODO DE
DETECCAO DO KIT

Bartolomeu Benedito Neves dos Santos

2024



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
PATOLOGIA E CIENCIAS CLINICAS

IMUNODETECCAO DA CADEIA ALFA DO RECEPTOR DE
INTERLEUCINA-3 (CD123) EM MASTOCITOMAS CUTANEOS
CANINOS DE BAIXO E ALTO GRAU: DESENVOLVIMENTO DE
PROTOCOLO E COMPARACAO COM O METODO DE
DETECCAO DO KIT

BARTOLOMEU BENEDITO NEVES DOS SANTOS

Sob a orientagdo da Professora
Ticiana do Nascimento Franca

Tese submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Medicina Veterinaria, no
Programa de Pos-Graduagdo em
Medicina Veterinaria, Area de
Concentra¢gdao em Patologia Animal

Seropédica, RJ
Margo de 2024



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Se¢céo de Processamento Téchico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S237i

Santos , Bartol oneu Benedito Neves dos, 1991-
I munodet ec¢cdo da Cadeia Al fa do Receptor de
Interl euci na-3 (CD123) em Mastocitomas Cut &neos
Cani nos de Baixo e Alto G au: Desenvol vi nrento de
Prot ocol o e Conparagdo Com o Método de Deteccgdo do Kit
/ Bartol omeu Benedito Neves dos Santos . -
Ser opédi ca, 2024.
91 f.: il.

Orientadora: Ticiana do Nascimento Franga.
Tese(Dout orado). -- Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, P6s Graduagdo em Medi cina Veterinaria, 2024.

1. inuno-histoquimca. 2. prognéstico. 3. c-Kit. I.
do Nascinmento Franca, Ticiana , 1974-, orient. Il
Uni ver si dade Federal Rural do Rio de Janeiro. Pos
Graduacdo em Medicina Veterinaria I11. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

BARTOLOMEU BENEDITO NEVES DOS SANTOS
Tese submetida como requisito parcial para a obten¢do do grau de Doutor em Medicina

Veterinaria, no Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria (Patologia e Ciéncias
Clinicas), Area de Concentragao em Patologia Animal.

TESE APROVADA EM 21/03/2024

Ticiana do Nascimento Franga. Dra. UFRRJ
(orientadora)

Vivian de Assung¢do Nogueira Carvalho. Dra. UFRRJ

David Driemeier. Dr. UFRGS

Pedro Soares Bezerra Junior. Dr. UFPA

Samay Zillmann Rocha Costa. Dra. I[FFar



MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
SISTEMA INTEGRADO DE PATRIMONIO, ADMINISTRACAO E

CONTRATOS

FOLHA DE ASSINATURAS

TERMO N°193/2024 - PPGMV (12.28.01.00.00.00.00.51)

(N° do Protocolo: NAO PROTOCOLADO)

(Assinado digitalmente em 26/03/2024 11:13)
TICIANA DO NASCIMENTO FRANCA
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
DESP (12.28.01.00.00.00.00.52)

Matricula: ###4764#8

(Assinado digitalmente em 26/03/2024 18:41)
PEDRO BEZERRA
ASSINANTE EXTERNO
CPF: #4444 237-##

(Assinado digitalmente em 26/03/2024 13:50 )
DAVID DRIEMEIER
ASSINANTE EXTERNO
CPF: ####4.##.800-##

(Assinado digitalmente em 26/03/2024 11:12)
VIVIAN DE ASSUNCAO NOGUEIRA CARVALHO
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
DESP (12.28.01.00.00.00.00.52)

Matricula: ###061#5

(Assinado digitalmente em 26/03/2024 12:19)
SAMAY ZILLMANN ROCHA COSTA
ASSINANTE EXTERNO
CPF: #4444 617-#

Visualize o documento original em https://sipac.ufrrj.br/documentos/ informando seu ndmero: 193, ano: 2024, tipo:

TERMO, data de emissdo: 26/03/2024 e o codigo de verificagdo: 2bbcOaeaa?


https://sipac.ufrrj.br/public/jsp/autenticidade/form.jsf

DEDICATORIA

Novamente ao meu pai Bartolomeu Benedito (in
memoriam) € a minha mae Cordélia, por todo
apoio, amor, carinho e dedicacdo que me fazem
sentir seguro, amado, capaz e feliz e a minha
abencoada familia; escolheria todos vocés todas as
vezes possiveis (se isso for uma possibilidade)!



AGRADECIMENTOS

Queridos companheiros de jornada,

Ao encerrar este capitulo marcante da minha vida académica, ¢ impossivel ndo expressar
a imensa gratidao que pulsa em meu coragao. Cada um de vocés desempenhou um papel tnico
e inestimavel na minha trajetdria até aqui, moldando ndo apenas o pesquisador, mas também a
pessoa que sou hoje.

A Deus, agradeco pela forca interior que me sustentou nos momentos desafiadores e
pela luz que iluminou meu caminho, tornando possivel esta e muitas outras conquistas e
alegrias, sinto sempre que vocé estd comigo.

A minha mée, ser admiravel, cujo amor inabalavel e exemplo inspirador moldaram meu
ser, dedico minha mais profunda gratiddo. Seu carinho, sua for¢a e sua generosidade sdo a raiz
da pessoa que me tornei. Cada desafio que compartilhamos fortaleceu nossos lagos e enriqueceu
minha jornada. Sua presenga constante e seu apoio incansavel s3o minha ancora em meio as
tempestades da vida. Esta e todas as conquistas sempre serdo um tributo ao seu amor e
dedicacao, pois foi ao seu lado que aprendi a perseverar e a valorizar o verdadeiro significado
da perseveranca e do amor incondicional. Obrigado por iluminar meu caminho com sua
sabedoria e amor.

Ao meu pai Bartolomeu Benedito dos Santos, que reside na eternidade, minha gratidao
ultrapassa as palavras. Pai, sua sabedoria continua a inspirar-me, ¢ a saudade ¢ apenas um
reflexo do amor que sinto por vocé€, mesmo a distancia finita. Essa conquista também ¢ sua.

Ao Ivo, meu companheiro de jornada e pilar fundamental durante meu percurso nos
ultimos anos. Sua presenca ¢ uma constante fonte de apoio, admiracdo, inspiracao e alento nos
momentos desafiadores. A cada dia percebo através de voc€, como o amor transforma,
impulsiona coisas boas e ¢ fonte de uma felicidade inexplicavel. Sua generosidade,
compreensdo, orientacdo e ajuda foram fundamentais para eu alcangar este momento. Agradego
por sua dedicacdo constante, por ser meu confidente e por compartilhar comigo o impacto
renovador e impulsionador que o amor verdadeiro pode proporcionar.

Minha familia, alicerce solido da minha existéncia, obrigado por serem tdao unidos,
voces sdo exemplos de base e ajudaram a sustentar esse sonho, a unido, o sorriso € 0 amor nos
encontros foram como recarga e renovacdo para eu continuar meu caminho. Tenho certeza de
que nosso elo ¢ imenso, independente da distancia, amo muito todos vocés.

A Marina querida amiga e técnica do laboratério, obrigado pela pronta disposi¢io em
ajudar com um volume de trabalho consideravel e em um tempo restrito e por ter executado o
trabalho com perfeicao, sem sua ajuda eu nao teria conseguido, uma enorme gratidao!

Aos amigos, verdadeiros tesouros da minha vida, em especial a Juliana Rocha, Adriana
Ventura, Leticia Pinto, Luis Tondo, Asheley Henrique, Izabel Reina, Amanda, Raisa, Raissa,
Alana, André Marandola, Taina Barbosa, Samay e Ana Paula Pires, minha eterna gratidao, sem
vocés talvez eu ndo estivesse aqui, foram responsaveis por ensinamentos, incentivos,
colaboragdo e for¢a que impulsionou minha caminhada académica.

Gabriela Cid e Mariana D'avila, amigas tao queridas, agradeco a prontidao em separar
as amostras que possibilitaram meu estudo. Sua colaboracdo foi vital e representa uma das
esséncias do verdadeiro apoio entre amigos.

A minha orientadora Profa. Ticiana Franga, agradego a sua dedica¢io, compreensio e
estimulo constante de ideias ao longo de todo o meu percurso académico. Sua prontidao em
ajudar e orientar foi fundamental em cada etapa, desde os primeiros passos na monitoria,
passando pela selecdo para iniciagdo cientifica e mestrado, até este momento no doutorado. Sua
formacdo e incentivo moldaram ndo apenas minha trajetoria académica, mas também meu
crescimento profissional. Muito obrigado.



A Profa. Aparecida, pela sua generosidade ao disponibilizar o polimero com tanta boa
vontade, obrigado pela gentileza. Sua contribuicdo foi essencial para o sucesso deste projeto
muito antes dele acontecer, afinal, a histologia veio antes de tudo.

Aos professores Paulo Peixoto, Vivian Nogueira e Marilene Brito, que transcendem o
papel de educadores e se tornam mentores inspiradores, meu profundo agradecimento. Sua
dedicagao, estimulo e confianga foram fardis que me guiaram nessa complexa jornada, desde
os primordios, serei eternamente grato.

Aos professores de todos os niveis académicos que tive a honra de encontrar ao longo
do caminho, minha admira¢do ¢ imensa. Vocés sdo arquitetos da transformacdo social,
moldando mentes e coragdes com amor, dedicacao e sabedoria. O cansaco que possam sentir
espero que seja eclipsado pela gratificacao de verem tantas vidas transformadas por seu trabalho
incanséavel, minha eterna gratidao.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de financiamento 001.



SANTOS, Bartolomeu Benedito Neves. Imunodeteccdo da Cadeia Alfa do Receptor de
Interleucina-3 (CD123) em Mastocitomas Cutaneos Caninos de Baixo e Alto Grau:
Desenvolvimento de Protocolo e Comparacio com o Método de deteccio do KIT. 2024.
74p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pos-
Graduacao em Medicina Veterinaria— Patologia e Ciéncia Clinicas, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

RESUMO

O mastocitoma cutaneo canino (MCC) ¢ uma das neoplasias mais frequentes em caes e seu
prognostico ¢ muito variavel. Apesar de existirem métodos de graduagdo histologica,
marcadores imuno-histoquimicos e andlises moleculares para auxiliar no progndstico da
maioria dos casos, ndo ha nenhum meio de prever-se o comportamento de todos os casos de
MCCs, sobretudo aqueles mais frequentes, os de Grau II Patnaik/Baixo Grau Kiupel. Além
disso, os principais métodos complementares de imuno-histoquimica (IHQ) progndstica para
MCCs sofrem com a variedade de metodologias empregadas na literatura e consequentemente
com a falta de padroniza¢ao e consenso sobre essas metodologias. A cadeia a do receptor de
interleucina 3 (CD123), que vem sendo estudada na Medicina Humana como marcador
diagnostico para neoplasias linfohematopoiéticas, ¢ imunodetectada em parte das mastocitoses
humanas e apontada como fator progndstico. Esse marcador ainda vem sendo extensivamente
testado em diversos experimentos como alvo terapéutico para neoplasias humanas, sobretudo
leucemias refratarias/recidivantes e neoplasias de células dendriticas plasmocitoides blasticas.
Apesar do aparente potencial desse biomarcador na Medicina Humana, na Medicina Veterinaria
ele ainda ndo havia sido reportado em estudos que demonstrassem claramente a sua detecgao
em amostras caninas. Essa pesquisa, a partir de uma amostragem de 63 MCCs (30 de baixo
grau e 33 de alto grau), demonstrou que 58,7% (37/63) dos casos foram imunocorados com
CD123, sendo 43,3% (13/30) dos casos de baixo grau e 72,7% (24/33) dos casos de alto grau
positivos. Além disso, analisamos a intensidade da imunomarcag@o nos casos positivos em dois
niveis (fraca e consistente). A imunomarcacdo dos MCCs com CD123 foi positivamente
relacionada com o alto Grau de Kiupel (p = 0,020) e, a intensidade da imunomarcagao
apresentou relagdo positiva para marcac¢do consistente em MCCs de alto grau Kiupel (p <
0,001). Anteriormente a esse resultado realizamos uma metodologia extensa de padronizagdo e
validacdo por comparacao de padrdes de marcagcdo do CD123, desde a verificacdo de reacdo de
um anticorpo anti-CD123 monoclonal versus policlonal com diferentes sistemas de deteccao e
compara¢do com o padrdo de marcagdo em controles humanos. Também investigamos a
imunodeteccao do CD123 em diversos tecidos caninos ndo neopldsicos € em amostras de
neoplasias linfohematopoiéticas benignas e malignas em uma lamina de TMA com cores de
2mm de espécimes de plasmocitomas cutaneos, histiocitomas cutaneos, sarcomas histiociticos
e mieloma multiplo. Por fim, demonstramos que o método de detec¢ao IHQ por polimero de
duas etapas pode interferir no padrao de marcagdo do KIT em MCCs, em que casos
imunomarcados como padrao KIT I e II no método de deteccao por polimero em reagdo de uma
etapa, se mostraram como um padrdao KIT III no método de detec¢ao por polimero de duas
etapas, o que infere grande mudanga na interpretagdo do prognoéstico auxiliar dependente dessa
técnica.

Palavras chave: imuno-histoquimica, progndstico, c-Kit.
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ABSTRACT

Canine cutaneous mast cell tumor (MCTs) is one of the most common neoplasms in dogs, with
a highly variable prognosis. Despite the existence of histological grading methods,
immunohistochemical markers, and molecular analyses to aid in the prognosis of most cases,
there is no means to predict the behavior of all MCTs cases, especially those most frequent,
Grade II Patnaik/Low Grade Kiupel. Additionally, the main complementary methods of
prognostic immunohistochemistry (IHC) for MCTs suffer from the variety of methodologies
employed in the literature and consequently from the lack of standardization and consensus on
these methodologies. The a chain of the interleukin-3 receptor (CD123), which has been studied
in Human Medicine as a diagnostic marker for lymphohematopoietic neoplasms, is
immunodetected in some human mastocytosis cases and is suggested as a prognostic factor.
This marker has also been extensively tested in various experiments as a therapeutic target for
human neoplasms, particularly refractory/relapsed leukemias and blastic plasmacytoid
dendritic cell neoplasms. Despite the apparent potential of this biomarker in Human Medicine,
it had not been reported in Veterinary Medicine studies demonstrating its clear detection in
canine samples. This research, based on a sample of 63 MCTs (30 low-grade and 33 high-
grade), demonstrated that 58.7% (37/63) of cases were immunoreactive with CD123, with
43.3% (13/30) of low-grade cases and 72.7% (24/33) of high-grade cases being positive.
Additionally, we analyzed the intensity of immunostaining in positive cases at two levels (weak
and consistent). Immunostaining of MCTs with CD123 was positively related to high Kiupel
Grade (p = 0.020), and the intensity of immunostaining showed a positive relationship for
consistent staining in high-grade Kiupel MCTs (p <0.001). Prior to this result, we demonstrated
an extensive methodology of standardization and validation by comparing CD123 staining
patterns, from checking the reaction of a monoclonal versus polyclonal anti-CD123 antibody
with different detection systems and comparing with the staining pattern in human controls. We
also investigated CD 123 immunodetection in various non-neoplastic canine tissues and samples
of benign and malignant lymphohematopoietic neoplasms on a TMA slide with 2mm cores of
specimens from cutaneous plasmacytomas, cutaneous histiocytomas, histiocytic sarcomas, and
multiple myeloma. Finally, we demonstrated that the two-step polymer IHC detection method
may interfere with the KIT staining pattern in MCTs, where cases immunostained as KIT
patterns I and II in the one-step polymer detection method were shown as a pattern KIT III in
the two-step polymer detection method, which implies a significant change in the interpretation
of prognosis depending on this technique.

Keywords: Immunohistochemistry, prognosis, c-Kit.
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1 INTRODUCAO

O mastocitoma cutaneo canino (MCC) ¢ uma das neoplasias potencialmente malignas
mais frequentes na clinica de caes e, ainda que haja muitos estudos voltados para essa neoplasia
tdo importante devido a sua frequéncia e comportamento biolégico muitas vezes incerto, ainda
nao existe um método ou combinagdes de métodos diagnosticos/prognosticos capazes de prever
com acuracia o comportamento de todos os casos, sobretudo daqueles mais frequentes, os
mastocitomas graduados como Grau II Patnaik/Baixo Grau Kiupel nos sistemas de graduagao
mais utilizados.

Atualmente, dois métodos imuno-histoquimicos sdo considerados importantes para o
painel progndstico de MCCs, sdo eles: o padrao da imunodetec¢ao do KIT, um receptor tirosina-
quinase relacionado ao crescimento tumoral e o indice Ki67, um marcador indicador de células
em ciclo celular. Esses marcadores prognoésticos detectados através de imuno-histoquimica,
estao alicercados sobre estudos com metodologias distintas, com ponto critico no método de
contagem ¢ indice de corte para o Ki67 e anticorpos diferentes, em concentragdes diferentes
utilizados em protocolos diferentes para o KIT, o que torna dificil o estabelecimento de um
consenso sobre o melhor método em termos de confiabilidade e reprodutibilidade (De Nardi et
al., 2022).

Mais especificamente com relagdo ao biomarcador KIT, um ponto sensivel relativo ao
método de detecgao dessa glicoproteina em estudos mais atuais e, possivelmente na rotina de
laboratérios de diagnostico, ¢ a utilizagdo de tecnologias de sistemas de deteccdo mais recentes
e sensiveis, como o sistema de detec¢ao baseado em polimero de duas etapas. Quando esse
marcador foi padronizado e proposto como fator prognostico, Kiupel e colaboradores (2004) e
uma série de outros autores utilizaram um método de deteccdo menos utilizado atualmente, o
LSAB (estreptavidina-biotina-peroxidase), possivelmente menos sensivel que métodos
baseados em polimeros amplamente utilizados na atualidade. Desse modo, a importancia da
deteccao dessa proteina como fator progndstico, ndo esta na sua simples imunocoloragao, muito
menos na intensidade de marcacgdo e sim, na sua distribui¢do nos compartimentos celulares, que
por serem continuos, podem ser sensiveis a sistemas de detec¢do que amplificam muito a
reagdo, como polimeros com uso de proteinas amplificadoras (sistema de polimeros baseado
em duas etapas).

Além do problema da variagdo de protocolos de imuno-histoquimica (IHQ) para fatores
prognosticos de MCCs, ¢ importante investigar a possibilidade de novos biomarcadores
progndsticos para essas neoplasias tdo frequentes, visto que nenhum marcador ou graduagao
histoldgica, pode prever com precisdo o comportamento de todos os MCCs (Vascellari et al.,
2013; Sabattini et al., 2015), essa lacuna deve ser explorada.

Nesse sentido, a cadeia a do receptor de interleucina 3 (CD123) ¢ um antigeno muito
utilizado em pesquisas humanas que envolvem doencas autoimunes e sobretudo neoplasias
linfohematopoiéticas. Esse biomarcador ¢ utilizado para diagnodstico dessas neoplasias, e alguns
estudos demonstraram que ele pode ter fator progndstico em neoplasias humanas, inclusive
mastocitoses. Além disso, o CD123 vem sendo intensamente estudado como alvo terapéutico
através de estudos pré-clinicos e clinicos com diversas classes de agentes tendo essa proteina
como alvo. Por outro lado, esse anticorpo ainda nao foi bem estudado na Medicina Veterinaria,
sequer ha relatos de padronizacdo ou de expressao em tecidos de caes ou de outras espécies de
animais de companbhia.

O objetivo desse estudo ¢ avaliar a imunodetec¢do do CD123 em diversos tecidos
normais e em neoplasias de caes, a partir de um anticorpo policlonal € um anticorpo monoclonal
anti-CD123, comparar o padrdo de imunomarca¢do com controles humanos na tentativa de
padronizar esse anticorpo para amostras caninas e verificar se esse antigeno ¢ detectado em
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MCCs, bem como se sua detec¢ao ¢ intensidade de marcacdo em MCCs esta relacionada ao
grau do tumor (graduagao Kiupel). Além disso, esse estudo tem o objetivo de investigar se o
sistema de deteccdo de THQ baseado em polimero em duas etapas pode alterar o padrao de
marcacdo do KIT em MCCs e, portanto, a sua interpretacdo como fator prognostico
complementar ao grau histolégico.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastocitoma Cutaneo Canino

2.1.1 Aspectos gerais clinico-epidemiologicos

De acordo com um estudo realizado a partir de banco e registros de 27 hospitais
universitarios veterinarios da América do Norte que envolveu uma amostra de 1.139.616 caes
para pesquisa de frequéncia de neoplasias cutineas, o mastocitoma cutaneo canino (MCC) foi
a neoplasia potencialmente maligna mais comum (Villamil ez al., 2011). Desse modo, o MCC
¢ uma neoplasia frequente e relevante em caes, visto que representa entre 7 a 21% de todas
neoplasias cutaneas diagnosticadas na espécie, com maior prevaléncia em animais de 4 a 14
anos de idade e, diversas ragas foram relatadas como pré-dispostas a desenvolverem essa
neoplasia, o que sugere algum fator de predisposi¢do genética como fator de risco para
determinadas racas de caes (Mochizuki et al., 2017).

Parece nao haver predisposi¢do sexual para o desenvolvimento de MCC:s, a etiologia ¢
desconhecida; foram propostas como possiveis etiologias/fator de risco a predisposi¢ao
genética/racial (Mochizuki et al., 2017; Villamil et al., 2011), dermatites cronicas e mutacdes
no gene c-KIT (London ef al., 1999; Ma et al., 1999; Reguera et al., 2000; Downing et al.,
2002; Zemke et al., 2002; Turin et al., 2006; Webster et al., 2006, 2007; Letard et al., 2008).

A apresentacao clinica mais frequente do MCC ¢ um nddulo cutaneo solitario (London;
Seguin, 2003; Sledge et al, 2016). No entanto, sua apresentacdo clinica pode ser bastante
variavel, com tumores multiplos na pele, de diversos aspectos, com variagdes no contorno,
textura, tamanho, cor, cobertura pilosa, ulceracdo, edema e prurido (De Nardi et al., 2022).

O quadro clinico e o curso dos MCCs sdo variavei, desde lesdes cutaneas alopécicas de
crescimento lento, até variantes agressivas de crescimento rapido, muitas vezes ulcerativas com
metastases nodais regionais e/ou em O0rgdos viscerais € que, muito raramente, evoluem para
leucemia (Weiss, 2006; Willmann et al., 2021).

Os orgaos mais frequentemente afetados por metéstases sdao linfonodos, pele, baco e
figado e menos comumente os pulmdes. Com relagdo aos sitios mais comuns, cerca de 50% dos
casos se desenvolvem no tronco, perineo e regido inguinal, 40% nos membros e 10% na cabeca
e pescoco (De Nardi et al., 2022).

A variagdo do comportamento biologico dos MCCs ¢ um constante desafio na rotina de
Meédicos Veterinarios, sobretudo clinicos e oncologistas e, o principal guia para esses
profissionais ¢ a graduacao histologica, que recomenda a utilizagdo concomitante do sistema
Patnaik (SP) e Sistema Kiupel (SK) (Berlato et al., 2021), uma vez que os sistemas podem se
complementar, pois € possivel que o sistema Kiupel aprimore o prognostico incerto dos MCCs
grau II de Patnaik e, por outro lado, ¢ possivel que o sistema de Patnaik aprimore o prognostico
dos MCCs de alto grau de Kiupel (Kiupel ef al., 2011; Vascellari et al., 2013).

O potencial de disseminacdo metastatica dos MCCs varia conforme sua graduacao
histopatologica. Em MCCs bem diferenciados, a ocorréncia de metéstases ¢ observada em
menos de 10% dos casos, enquanto em neoplasias moderadamente diferenciadas, esse indice



varia entre 5% e 22%. Nos casos pouco diferenciados, a taxa de metastases varia de 55% a 95%
(De Nardi et al., 2022).

MCCs grau II Patnaik e baixo grau Kiupel representam a maioria das graduacgdes de
MCCs, com incidéncia entre 53,6 ¢ 57,6%. Esses MCCs sao considerados menos agressivos
que os graus Il/alto grau, com uma taxa de sobrevida de 94% em um ano, em comparagdo a
46% para o segundo grupo (Kiupel et al., 2011; Sabattini ef al., 2015; Stefanello et al., 2015;
Berlato et al., 2021; Bellamy; Berlato, 2022).

Nenhum sistema de graduacdo e/ou marcador pode prever com certeza o
comportamento biolégico dos MCCs, pois um subconjunto dessas neoplasias nao se comporta
como previsto e, marcadores prognosticos complementares sao recomendados (Vascellari et al.,
2013; Stefanello et al., 2015). Até mesmo a localizagdo anatomica pode ter algum valor
prognostico, tendo em vista que MCCs que se originam no leito ungueal, focinho, regido
inguinal, prepucio, perineo e jungdes mucocutaneas foram associados a um pior prognostico
(Welle et al., 2008).

De modo geral, os fatores prognosticos para MCCs podem basear-se em quatro
alicerces: 1 — caracteristicas clinicas como estagio clinico, raga, local anatdmico e historia de
recorréncia; 2- graduagdo histologica; 3- avaliacdo imuno-histoquimica do indice de marcagao
do Ki67 e do padrao de expressao do receptor transmembrana tirosina quinase/ receptor do fator
de crescimento de mastdcitos/células-tronco (KIT/CD117) e 4- caracteristicas moleculares de
mutagdes no proto-oncogene c-Kit (Horta et al., 2018).

A contagem mitotica (CM) >5 ou < que 5 se mostrou como fator progndstico
independente de outros fatores progndsticos, entretanto, a contagem ¢ bastante susceptivel a
variacao inter e intraobservador (Romansik et al., 2007). Mutagdes com duplicacao interna em
tandem (DIT) no éxon 11do c¢-Kit em MCCs estdo relacionadas a um pior prognostico, por
outro lado, DIT no éxon 8 do c-Kit podem estar associadas a maior sobrevida (Brocks et al.,
2021).

2.1.2 Graduacio histologica

Apesar da elevada incidéncia como um dos tumores mais frequentes em cdes, o
prognostico dos MCCs ainda ¢ centro de muitas investigagdes, visto que essa neoplasia possui
comportamento biologico varidvel e os sistemas de graduagdo propostos ndo sdo
completamente sensiveis para deteccao de MCCs agressivos (Patnaik ef al., 1984; Kiupel et al.,
2011).

Um estudo realizado na Universidade de Cambridge, Reino Unido, propds a graduagao
histologica de MCCs em trés niveis: 1 (pouco diferenciado), 2 (diferenciagdo intermediaria) e
3 (bem diferenciado). Essa graduacgao foi elaborada a partir do acompanhamento clinico de 114
caes com MCCs e demonstrou que a taxa de sobrevivéncia dos caes com grau mais baixo (Grau
3) foi seis e duas vezes maior que a dos caes com grau mais alto (Grau 1) e intermediario (Grau
2), respectivamente. Os critérios histoldgicos desse estudo ndo sdo objetivos (Quadro 1) e o
autor descreveu dificuldade em diferenciar a classificagdo em alguns casos, em particular entre
MCCs graus 2 e 3 (Bostock, 1973) que sdo correspondentes as classes mais representativas para
progndstico baseado em graduagdo até a atualidade de Patnaik e colaboradores (1984). Esse
sistema de classificag@o, além de critérios subjetivos ¢ confuso quanto ao escore de graduacao,
que ¢ o inverso do padrao utilizado nos sistemas usuais, onde o Grau I deveria corresponder a
neoplasias mais bem diferenciadas.


https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_tyrosine_kinase

Quadro 1. Resumo da graduacdo histolégica de MCCs proposta por Bostock (1973).

Grau Histologico Caracteristicas
11 Limite citoplasmatico bem definido, nticleo esférico, propor¢do nucleo:citoplasma
Bem diferenciado inferior a 0,55; rarissimas figuras de mitose, baixo pleomorfismo ¢ menor quantidade de

células por unidade de area.

I Células com citoplasma indistinto, propor¢do nucleo:citoplasma entre 0,55 ¢ 0,7; baixa
Moderadamente frequéncia de figuras mitoticas, pleomorfismo celular frequente, nticleo tende a ser
diferenciado irregular, mas menos basofilico que grau 1.

1 Alta celularidade, limites citoplasmaticos indistintos, niicleo basofilico, contorno nuclear
Pouco diferenciado irregular, proporgdo nicleo:citoplasma 0,7 ou maior, presenca de figuras mitoticas, alto

grau de pleomorfismo celular, eventualmente presenga de células gigantes multinucleadas
¢ presenca de inclusdo intranuclear eosinofilica.

O estudo para o SP foi baseado no acompanhamento clinico de 83 caes e assim como
Bostock (1973), também foi proposto um sistema de graduagao em trés niveis, porém com uma
logica de correlagdo ente grau/diferenciagdo mais condizente com a atualidade: Grau 1 (bem
diferenciado), grau 2 (moderadamente diferenciado) e grau 3 (pouco diferenciado). Os critérios
histologicos que foram levados em consideracdo para o SP sdo abrangentes, e envolve a
morfologia, densidade, distribui¢do celular/tecidual, contagem de mitoses e modificagdes no
estroma, deste modo os critérios de graduacdo anteriores ainda possuiam lacunas de
subjetividade (Quadro 2). Na pesquisa que estabeleceu esse sistema, 30/83 (36%) dos casos
foram classificados como grau I, 36/83 (43%) como grau II e 17/83 (20%) como grau III e o
grau histologico apresentou correlacdo significativa com o tempo de sobrevida dos animais,
sobretudo os graus I e III (Patnaik ef al., 1984).

Quadro 2. Resumo da graduagao histologica de MCC proposta por Patnaik e colaboradores
(1984).

Graduacio Caracteristicas

Grau I Células neoplasicas bem diferenciadas, separadas por fibras colagenas, arranjadas emfileiras ou
pequenos grupos confinados a derme e espagos interfoliculares, baixo pleomorfismo,
citoplasma amplo, limites citoplasmaticos distintos e granulos intracitoplasmaticos de
tamanho médio, ntcleos redondos com cromatina condensada, auséncia de figuras mitdticas.
Necrose e edema minimos.

Grau II Celularidade moderada a alta, organizada em grupos que infiltram a derme profunda e
subcutaneo, podendo alcangar tecidos mais profundos; o estroma fibrovascular ¢ fino com areas|
de hialinizag@o de fibras colagenas, edema e necrose; pleomorfismo moderado com esparsas
células gigantes ou fusiformes, maioria das células com limites citoplasmaticos distintos com
fina granulacdo, algumas células podem apresentar granulos grandes e hipercromaticos. Nucleos
esféricos a indentados com cromatina esparsa e nucléolo unico, ocasionalmente duplo. Raras|
mitoses, variando de 0 a 2 por campo de grande aumento.

Grau III Celularidade alta que se estende ao subcutaneo e tecidos profundos. Pleomorfismo com células
redondas, ovoides ou fusiformes arranjadas em pacotes. Citoplasma de limites indistintos com|
granulagdo fina ou dificilmente visivel. Nucleos vesiculares de contorno irregular a redondos|
com um ou mais nucléolos. Células binucleadas sdo frequentes, muitas células multinucleadas
e gigantes dispersas. Figuras de mitose de 3 a 6 por campo de grande aumento. Edema,
hemorragia e necrose sdo frequentes.

Kiupel e colaboradores (2011) demonstraram a elevada variacdo interobservador para
graduacdo de MCCs no SP devido a critérios com pontos de cortes pouco objetivos. Associado
a variancia interobservador naquele modelo, outro problema apontado pelo sistema de
graduacdo em trés niveis foi o baixo valor preditivo para o comportamento dos MCCs grau I,
uma vez que na pratica, a maior parte dos casos de MCCs sao graduados nesse nivel no SP e,
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estimou-se que casos de MCC grau II possuem 56% de chances de menor sobrevida e 44% de
maior sobrevida, que demonstra o baixo valor prognostico desse grau, que representa a maioria
dos casos (Patnaik ef al., 1984; Kiupel et al., 2011).

Para solucionar a variagdo interobservador e a incerteza progndstica do grau II do SP,
Kiupel e colaboradores (2011) propuseram um sistema de graduagdo em dois niveis, o sistema
Kiupel (SK) com critérios objetivos (Quadro 3). Nesse sistema, a taxa de sobrevida média foi
inferior a 4 meses para MCC de alto grau e superior a 2 anos para MCC de baixo grau.

Quadro 3. Resumo da graduagao histologica de MCCs proposta por Kiupel e colaboradores

(2011).

Grau Caracteristicas

Alto Presenca de qualquer um dos seguintes critérios:
° >7 figuras mitdticas em 10 campos de grande aumento;
. > 3 células multinucleadas (3 ou mais nucleos) em 10 campos de grande aumento;
° > 3 nucleos bizarros em 10 campos de grande aumento;
° Cariomegalia (10% ou mais das células neoplasicas com nicleo a0 menos 2x o
diametro do normal)

Baixo Auséncia dos critérios para alto grau.

Em estudo binacional com 137 MCCs oriundos de laboratérios do Reino Unido e da
Italia, demonstrou-se que cerca de 60,6% das amostras sao classificadas como grau II, e que
nao houve diferenca estatistica relevante entre MCCs grau I e II quanto a sobrevida dos animais.
Por outro lado, esse mesmo estudo atestou que o sistema de classificagdo de MCCs em 2 niveis
teve um alto valor prognostico e foi capaz de prever corretamente o prognostico desfavoravel
de alguns, mas ndo todos MCCs de grau II, desse modo, se reconhece que nenhuma graduagao
histologica pode prever o comportamento biologico de todos os MCCs e métodos
complementares como avaliacdo da atividade proliferativa e pesquisa de mutacao do c-Kit sdo
recomendados para se obter um progndstico mais preciso (Sabattini et al., 2015).

Além das graduagdes histologicas para MCCs, um sistema com critérios de classificacao
de metéstases nodais de MCCs foi proposto com intuito de estabelecer e padronizar o
diagnostico de metastase interobservador e possibilitar estudos progndsticos mais acurados
envolvendo MCCs com metéstases em linfonodos. O sistema proposto varia de HNO — auséncia
de metastase a HN3 — metastase evidente. Os critérios de cada classe encontram-se
discriminados no Quadro 4 (Weishaar ef al., 2014).

Quadro 4. Sistema de classificacdo para a avaliagdo microscopica de metéstases linfonodais
em casos de MCCs proposto por Weishaar e colaboradores (2014).

Classifica¢do | Critério Histopatolégico Interpretacao
HNO Nenhum ou raros (0 a 3) mastocitos dispersos e individualizados| N&o metastatico
(isolados) nos seios (subcapsulares, paracorticais ou medulares) e/oul

parénquima por campo de maior aumento.

HN1 Mais que trés mastdcitos individualizados (isolados) nos seios Pré-metastatico
(subcapsulares, paracorticais ou medulares) e/ou parénquima em um
minimo de quatro campos de maior aumento.

HN2 Aglomerados de mastdcitos (>3 células associadas) nosseios Metéastase inicial
(subcapsulares, paracorticais ou medulares) e/ou no parénquima, ou
camadas sinusoidais de mastdcitos."

HN3 Interrupgao ou subtitui¢do da arquitetura nodal normal por focos Metastase
discretos, nddulos, camadas ou massas evidentescompostas por evidente/Obvia
mastécitos.




2.1.3 Imuno-histoquimica para KIT/CD117

O proto-oncogente c-Kit codifica um receptor transmembrana denominado KIT ou KITr
que recebeu o cluster de diferenciagdo 117 (CD117); esse receptor pertence a familia tirosina
quinase e seu ligante ¢ o fator de crescimento de células tronco, também denominado de fator
de crescimento de mastocitos. Essa proteina transmembrana que atua como receptor de fator de
crescimento ¢ expressa constitutivamente em células tronco hematopoiéticas, mastocitos,
linfocitos intraepiteliais, células germinativas, melanocitos, células de Cajal do trato
gastrointestinal e esta relacionada a sobrevivéncia, proliferagao e diferenciacao celular (Sures
et al., 1992; Arber et al., 1998; Gibson; Cooper, 2002).

Em humanos, a contraparte neopldsica de células normais que expressam
constitutivamente o KIT, geralmente, também expressam essa proteina. Outras células ndo
neoplasicas que expressam o KIT sdo epitélios em anexos da pele, mama e subconjuntos de
neurdnios cerebelares. A positividade do KIT foi relatada de forma variavel em sarcomas, como
angiossarcoma ¢ sarcoma de Ewing em humanos. Além disso, o KIT ¢ expresso em carcinomas
pulmonares e outros carcinomas de pequenas células, carcinoma adenoide cistico, carcinoma
cromoéfobo renal, timico, alguns carcinomas de ovério e poucos de mama (Miettinen; Lasota,
2005).

Em cdes, a expressao do KIT ja foi demonstrada em mastdcitos normais e neopldsicos
(London et al., 1996; Reguera et al., 2000) e em tumores do estroma gastrointestinal (GISTs)
(Frost et al., 2003). Um estudo avaliou o padrdo de distribui¢ao do CD117 através de IHQ em
diversas amostras de tecidos normais e neoplasicos de cdes e gatos, dentre estes, 33 eram
amostras de MCCs caninos, em que foram observados 3 padrdes distintos de marcagdo:
membranoso, citoplasmatico focal/paranuclear e citoplasmético difuso. O método utilizado na
reagdo de IHQ foi o da estreptavidina-biotina-peroxidase. No mesmo estudo relatou-se como
observagao pessoal do autor, que o padrdo paranuclear podia estar associado a um pior
prognostico (Morini ef al., 2004).

No intuito de melhorar a acurécia prognostica de MCCs, um estudo com IHQ de 98
amostras de MCCs também utilizando o método estreptavidina-biotina-peroxidase identificou
trés padrdes de marcacao para o KIT: padrao I (membranoso); padrao II (citoplasmatico focal)
e padrdo III (citoplasmatico difuso). Essa investigacdo demonstrou que o padrdo I ndo esta
associado a recorréncia ou a diminuig¢@o no tempo de sobrevivéncia, mas que os padrdes II e III
estdo associados a um aumento da taxa de recorréncia e/ou a uma diminui¢cdo tempo de
sobrevida (Kiupel et al., 2004).

Com o objetivo investigar o significado progndstico das mutagdes do c-KIT e sua
associacdo a localizagdo do KIT nos compartimentos celulares e os niveis de expressao do KIT
em MCCs caninos, foram avaliadas 60 amostras de MCCs através de métodos moleculares
(PCR), imunofluorescéncia (IF) e IHQ, esta ultima, através do método estreptavidina-biotina-
peroxidase. O estudo constatou que MCCs com mutagdes no ¢-KIT foram significativamente
associados a um pior progndstico € com uma localiza¢do aberrante da proteina (padrao KIT II
e IIT) porém, o nivel de expressao do KIT, ndo teve correlagdo com a mutagdo do c-KIT, nem
com localizagdo aberrante da proteina. Nesse estudo, DIT no c-KIT foram encontradas em 15%
dos casos examinados (Webster et al., 2006).

2.1.4 Parametros de avaliacao de proliferacao celular em MCCs

Na Medicina Veterinaria, os métodos mais comumente usados para avaliar a proliferacao
celular incluem imuno-histoquimica (IHQ) para antigeno nuclear de células em proliferacao
(PCNA) e Ki67 e coloragdo histoquimica para regido organizadora nucleolar argirofilica
(AgNOR). O PCNA ¢ a subunidade auxiliar da DNA polimerase delta e estd envolvido em
Varios processos que ocorrem no nucleo, principalmente no reparo do DNA. Embora o PCNA
tenha uma meia-vida longa e esteja envolvido em multiplas fun¢des nucleares, a expressao
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maxima de PCNA ¢ comumente observada na fase de sintese de DNA (fase S) do ciclo celular
(¢ um indicador de indice de fase S). Por outro lado, o Ki67 ¢ uma proteina nuclear expressa
em todas as fases do ciclo celular, mas ndo ¢ expressa em células nao ciclicas. AgNORs sao
subestruturas nucleolares envolvidas na transcri¢do do RNA ribossomico. As AgNORs podem
ser identificadas em cortes histologicos como focos nucleolares pretos discretos com um
método de coloragao a base de prata, devido a afinidade pela prata das proteinas associadas. Foi
demonstrado que a quantidade de AgNORs por nucleo esta correlacionada com a taxa de
proliferagdo celular ou com o tempo de duplicagdo celular in vitro e com a taxa de crescimento
tumoral in vivo (tempo de geracdo ¢ diretamente inverso a sua quantidade) (Revisado por
Webster et al., 2007).

A contagem mitotica (CM) e o indice Ki67 sdo os dois parametros de proliferagdo mais
investigados em MCCs (Cino et al., 2023); a primeira, refere-se a contagem de figuras mitoticas
em laminas histologicas convencionais em uma 4rea de 2,37 mm? (Meuten; Moore; George,
2016), e o indice mitdtico (IM) € obtido através de IHQ para detec¢ao do antigeno Ki67 que €
expresso no nucleo em todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 ¢ M), mas ndo em células em
GO0, deste modo o indice mitdtico ¢ um marcador para determinar a fracdo de crescimento de
uma determinada populacdo celular (Scholzen, Gerdes, 2000).

Um estudo com metodologia molecular e IHQ, confirmou que a CM e o indice Ki67
possuem valor prognostico para MCCs; nesse estudo, uma CM >5 estava associada a menor
sobrevida e maiores taxas de mortalidade do que uma CM <5 e, cdes com MCCs com indice
Ki67 > 10,6 (média de células positivas a cada 100 células, numa contagem total de 500
células), tiveram uma probabilidade 8 vezes maior de 6bito em 12 meses. Entretanto, essa
pesquisa reforcou que nenhum marcador pode prever com precisao o comportamento biologico
dos MCCs e discute o significado figurativo/simbolico do progndstico de MCCs baseado na
expressao da proteina Ki67, tendo em vista que ha diferentes valores de corte propostos em
diversos estudos, além de diferentes métodos para contar a fragdo de células positivas para Ki67
nos diferentes estudos. Além disso, ndo houve forte correlacdo entre a proteina Ki67 e a sua
expressao génica (mensurada em RNAm), bem como, ndo foi observada associagdo entre a
expressao génica do Ki67 e o sistema de classificagdo Patnaik e Kiupel; assim a avaliacdao da
expressao génica do Ki67 também nao teve correlagcdo prognostica (Vascellari et al., 2013).

Um estudo verificou o valor preditivo do Ki67 para o comportamento de MCCs em uma
amostragem de 39 MCCs grau II/baixo grau com metastase nodal HN2 tratados apenas com
excisdo cirurgica e constatou que nenhum dos casos apresentou recidiva ou metastase a
distancia; a mediana da CM nas amostras estudas foi 1 (0-2) e do indice Ki67 foi 3,5 (0,7-14,3).
Essa investigacao relatou que a CM e o indice Ki67 ndo tiveram correlagdo significativa e que
o indice Ki67 ndo teve valor prognoéstico (Cino et al., 2023).

Com intuito de avaliar o valor progndstico para MCCs, foi investigado o uso de trés
marcadores indicadores de proliferagao celular: Ki67, antigeno nuclear de proliferacao celular
(PCNA) e regido organizadora nucleolar argirofilica (AgNOR) em 56 amostras de MCCs; este
ultimo método ¢ histoquimico e ndao THQ. O estudo revelou que um indice de Ki67(> 23
células/area) e AgNOR (> 54) estavam associados a uma diminui¢do significativa da sobrevida
e que a contagem de PCNA de maneira isolada nao teve nenhum valor progndstico. O estudo
ressalta que o resultado da investigagdo da proliferagao celular, baseado nesses métodos ndo €
um fator prognostico independente de outros fatores como grau histoldgico, mutagdes no c-KIT
e localizagdo aberrante do KIT (Webster et al., 2007).

2.1.5 Mutacoes no c-KIT

A deficiéncia do KIT devido a mutagdes hereditarias leva a interrupcao de fungdes
dependentes desse receptor, como eritropoiese, pigmentacao da pele, fertilidade e motilidade
gastrointestinal. Por outro lado, a ativagao patologica do KIT através de mutacdes de ganho de
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funcao leva a neoplasia de tipos de células dependentes do KIT e positivas para KIT, pelo menos
em trés sistemas diferentes - hematopoiético: mastocitose, leucemia mieloide aguda;
reprodutor/células germinativas: seminoma e tumores estromais gastrointestinais de células
Cajal (GISTs) (Miettinen, Lasota, 2005).

O proto-oncogene c-KIT codifica o receptor tirosina quinase KIT que recebeu o nimero
de cluster CD117 durante a quinta conferéncia internacional de tipagem de leucocitos em
Boston em novembro de 1993 (Kitamura; Hirota, 2004). O KIT ¢ um receptor de membrana
com atividade tirosina quinase para fator de crescimento de células tronco (FCCT) também
denominado como fator de crescimento de mastocitos, que estimula o crescimento de
mastocitos. Em 1999, dois estudos descreveram a presenca de mutacdes no c-KIT em MCTs
caninos, apos observagao de um DIT. A proteina KIT ¢ composta por um dominio extracelular
(codificado pelos éxons 1-9), uma porgao transmembrana (éxon 10), justamembrana (éxons 11
e 12), citoplasmatica (éxon 13) e lobulos de fosfotransferase (éxon 17). Mutacdes em dominios
extracelulares sao chamadas de mutagdes do tipo regulatorio, enquanto mutagdes nos dominios
intracelulares (éxons 13-21) s3o chamadas de mutagdes do tipo enzimatico. Quando o FCCT
se liga ao KIT, a porcao citoplasmatica do receptor sofre autofosforilagdo. Na presenca de DIT
no éxon 11, o receptor é fosforilado, independentemente de FCCT, ou seja, hd uma auto-
ativagdo, portanto, a presenca dessa mutacdo ¢ diretamente responsavel pela proliferacao
descontrolada do tumor, que, neste caso, apresenta pior prognoéstico (revisado por De Nardi et
al., 2022).

Mutagdes do KIT foram identificadas no dominio justamembrana, principalmente no
exon 11 e 12 e extracelulares (éxons 8 € 9), de MCCs e consistem em DITs e delegdes (London
et al., 1999; Reguera; Ferrer; Rabanal, 2002; Webster et al., 2006; 2007). Um estudo identificou
DITs em 9% dos MCCs com base em uma amostragem de 88 casos selecionados
aleatoriamente (Zemke et al., 2002), entretanto outro estudo relata que essas mutagdes podem
ocorrer de 30% a 50% de todos os MCCs de grau II a III (Downing ef al., 2002).

DITs localizadas no exon 11 representam 60-74% de todas as mutacdes detectadas em
MCCs e foram associados a um pior prognostico (Zemke et al., 2002; Webster et al., 2007;
Horta et al., 2018; Tamlin et al., 2020; Brocks et al., 2021). Por outro lado, MCCs com DITs
no éxon 8§ estdo associados a um prognostico favoravel segundo um estudo que investigou
mutagdes do KIT em 221 amostras de MCCs. Essa pesquisa detectou DIT do éxon 11 em 45%
das amostras e do éxon 8 em 33% das amostras e, nenhum dos animais com mutagao detectada
no éxon 8 morreu em decorréncia do MCC, mas 23% dos animais com mutagao no éxon 11
morreram devido a causa relacionada com o MCC; com base nesses resultados, os autores
indicam que a triagem de mutagdes DIT no éxon 8 em MCCs pode ser util para identificar casos
menos agressivos e utilizada como um teste progndstico complementar (Brocks et al., 2021).

2.2 Interleucina 3 (IL-3) e Seu Receptor (IL-3R)

2.2.1 Producgao de IL-3

A IL-3 ¢ produzida por células T (Niemeyer ef al., 1989) e em menor extensdo pelos
mastocitos (Lorentz et al., 2000), eosinodfilos (Kita et al., 1991) e células B ativadoras da
resposta imune inata (Weber et al., 2015), basofilos (Schroeder et al., 2009), neurdnios e células
microgliais (Appel et al., 1995; Gebicke-Haerter et al., 1994). Recentemente, um estudo
demonstrou a producdo de IL-3 por um subconjunto de astrocitos no encéfalo de camundongos
(McAlpine et al., 2021).

2.2.2 Funcodes e consideracoes gerais da IL-3
A IL-3 ¢ uma citocina pleiotropica, regula a funcdo e producdo de células
hematopoiéticas e imunoldgicas. Esta citocina foi originalmente denominada fator estimulador
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de maltiplas coldnias por sua propriedade de estimular o desenvolvimento de uma ampla gama
de células hematopoiéticas, incluindo basofilos, neutréfilos, eosinofilos, macrofagos, células
eritroides, megacariocitos e células dendriticas (Rothenberg et al., 1988; Lantz et al., 1998).

A IL-3 ¢ um fator de crescimento hematopoiético, pertence a familia das citocinas
hematopoiéticas com 4 hélices o curtas onde também estdo inclusos nesta familia o fator
estimulador de colonias de granuldcitos e mondcitos (FEC-GM) e a IL-5. Em humanos, todas
as trés citocinas ligam-se a subunidades a especificas correspondentes do seu receptor, mas a
subunidade B ¢ comum ao receptor destas trés citocinas. A subunidade B do receptor € essencial
para transdug¢do de sinal na presenca do ligante, através da via Janus quinase/transdutor de sinal
e ativador de transcricdo (JAK/STAT) (Broughton et al., 2012). Por outro lado, ratos tem dois
genes intimamente relacionados homologos ao do receptor B humano, sendo que um gene
(AICA2) codifica a subunidade B do IL3-R e o outro gene (AIC2B) codifica a subunidade 3
compartilhada entre FEC-GM-R ¢ IL-5R murinos (Gorman et al., 1990; Itoh et al., 1990;
Yonehara et al., 1990; Kitamura; Miyajima, 1992).

A IL-3 ¢ uma citocina que tem sido implicada em doengas inflamatérias e autoimunes
(Mindur; Swirski, 2019). Ela induz a ativacao e/ou aumenta a sobrevivéncia de vérias células-
alvo, inclusive mastocitos, basofilos, mondcitos, células dendriticas, células B, células T e
células endoteliais (Lantz et al., 1998). A IL-3 modula positivamente a inflamacao ao elevar a
liberagdo de monocitos e neutrdfilos da medula ossea e ativar a produgdo de citocinas pro-
inflamatoérias por essas células. A¢ao antiapoptdtica em varios leucocitos e ativacao de células
endoteliais com regulagdo positiva de E- ¢ P-selectina também sdo efeitos que podem estar
associados a IL-3 (Palacios et al., 1984; Palacios; Garland, 1984; Elliott et al., 1990; Lantz et
al., 1998; Kuribara et al., 1999; Storozynsky et al., 1999; Denzel et al., 2008; Didichenko et
al., 2008; Weber et al., 2015).

A IL-3 parece amplificar a inflama¢do aguda na sepse, alimentando a tempestade de
citocinas; nesse cenario, nivel elevado de IL-3 ¢ um fator preditivo de morte (Weber et al.,
2015). Também foi demonstrado experimentalmente, que a IL-3 induz encefalite autoimune em
camundongos, e promove a migracao de leucdcitos para o encéfalo (Renner ef al., 2016). Por
outro lado, notou-se que a IL-3 esta relacionada a reducdo da gravidade da artrite induzida por
colageno através da modulagdo do desenvolvimento de células T reguladoras Foxp3 (Srivastava
etal., 2011).

A 1L-3 ¢ crucial na imunidade antiviral e, no contexto atual, relatou-se que a IL-3 ¢ um
marcador prognostico independente para casos de infec¢des graves por SARS-CoV-2, tendo em
vista que niveis baixos de IL-3 no plasma estdo associados ao aumento da gravidade da doenca,
bem como ao aumento da carga viral e da mortalidade em pacientes infectados por SARS-CoV-
2 (Bénard et al., 2021).

Um experimento com infec¢do pulmonar induzida por Herpesvirus simplex 1 em
camundongos tratados com IL-3 recombinante, demonstrou a diminuicdo da mortalidade, da
carga viral e da perda de peso nos animais. Esse mesmo estudo verificou que houve uma
correlacdo positiva entre niveis plasmaticos de IL-3 com interferon a (IFNa) e interferon gama
(IFNLA) e que os niveis plasmaticos de IFNa correlacionaram-se com o nimero de células
dentriticas plasmocitoides (CDPs) circulantes (Bénard ef al., 2021).

Outro estudo demonstrou que a IL-3 é produzida constitutivamente por subgrupos de
astrocitos, e € essencial para a ativagao da microglia que eleva a expressao da cadeia o do IL3-
R (CD123) para se tornar responsiva a IL-3 e mediar uma resposta imune aguda para desfazer
agregados de proteina § amiloide e tau, o que faz melhorar o declinio cognitivo na Doenga de
Alzheimer (McAlpine et al., 2021).



2.2.3 IL3 e mastocitos

A diferenciagao e sobrevivéncia dos mastocitos murinos sao essencialmente controladas
por duas citocinas: o fator de células tronco/mastdcitos ligante do KIT e a IL-3 (Eklund et al.,
1994). Embora a falta do KIT resulte em deficiéncia de mastocitos murinos in vivo, a IL-3 nao
¢ necessaria para a homeostase dos mastdcitos, entretanto, em camundongos deficientes em IL-
3 os mastdcitos ndo conseguem proliferar apds estimulos patogénicos (Lantz et al., 1998).

A IL-3 ¢ capaz de induzir in vitro a diferenciacdo de células tronco murinas obtidas da
medula 6ssea em mastdcitos € monocitos; essa citocina foi capaz de induzir a produgao de fator
de necrose tumoral (TNF) em monocitos, mas ndo em mastocitos e, parece haver uma agao
sinérgica entre TNF e IL-3 para o estimulo de sobrevivéncia de mastocitos humanos € murinos
in vitro, uma vez que a sobrevivéncia dos mastdcitos foi drasticamente comprometida com a
retirada do TNF do meio de cultivo (Wright et al., 2006).

Tanto o fator de células tronco ligante do KIT quanto a IL-3 ativam JAK2, um membro
da familia JAK, composta por quatro membros (JAK1 a 3 e Tyk2). O estimulo do fator de
células tronco ligante do KIT resulta na ativagdo a jusante de STATS e STAT6, ja a IL-3 a ativa
preferencialmente STAT3 e STATS. Recentemente foi relatado o papel da IL-3 como indutora
in vitro da expressdo do IL-4Ra (CD124) em mastocitos de ratos que se tornam suscetiveis a
acdo moduladora da IL-4 para produgao de IL-6 e IL-13 na presenca da IL-33 (Drube et al.,
2023).

“Nos mamiferos, a via JAK/STAT ¢€ o principal mecanismo de sinaliza¢do para
uma ampla gama de citocinas e fatores de crescimento. A ativagdo de JAK estimula a
proliferacdo celular, diferenciacdo, migracdo celular e apoptose. A ativacdo de JAK ¢
mediada pela interacdo do ligante ao receptor e, uma vez ativado, a JAK
subsequentemente fosforila alvos adicionais, incluindo tanto os receptores quanto os
principais substratos, STATs. STATs sdo fatores de transcrigdo latentes que residem no
citoplasma até serem ativados. Os sete STATs de mamiferos possuem um residuo de
tirosina conservado préximo ao terminal C que é fosforilado por JAKs. Esta
fosfotirosina permite a dimerizacdo de STATs através da interagdo com um dominio
SH2 conservado. Os STATs fosforilados entram no nticleo por um mecanismo que
depende da importacdo de a-5 (também chamada de interator de nucleoproteina 1) e da
via de importacdo nuclear Ran-GTP. Uma vez no nicleo, os STATs dimerizados ligam-
se a sequéncias reguladoras especificas para ativar ou reprimir a transcricao de genes
alvo. Assim, a cascata JAK/STAT fornece um mecanismo direto para traduzir um sinal
extracelular em uma resposta transcricional.” (Revisado por Rawlings et al., 2004).

“Apos a ligacdo de IL-3 ao CD123, a heterodimeriza¢do de IL-3R promove
ligagdo de alta afinidade e montagem estavel do complexo IL-3/IL-3R, que leva a
ativacdo de Janus quinase (JAK)/transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo
(STAT), vias de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitdogeno (MAPK) e
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) / proteina quinase B (AKT)” (Patnaik et al., 2021)
(Figura 1).
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Figura 1. Vias de sinalizacdo do sistema IL-3R adaptado de Patnaik e colrhoradores (2021). IL-3:
interleucina 3; IL-3R: receptor de interleucina 3; JAK: Janus quinase; MAPK: proteina quinase ativada por
mitogeno; P: fosfato; PI3K: fosfoinositol 3-quinase; GTP: guanosina-5'-trifosfato; She: proteina transformadora
contendo dominio de homologia 2 de Src; Grb2: proteina 2 ligada ao receptor do fator de crescimento; STAT:
transdutores de sinal e ativadores de transcricdo. AKT: proteina quinase B; ERK: quinases reguladas por sinal
extracelular; Dados de Martinez-Moczygemba e Huston (2003).

2.2.4 Cadeia o do IL3-R (CD123)

A cadeia a do receptor de interleucina 3 (CD123) compde parte do receptor de IL3 (IL3-
R) (Moretti ef al., 2001). O IL3-R ¢ um heterodimero constituido de uma cadeia a especifica e
de baixa afinidade (CD123) e uma cadeia B (CD131) que ¢ comum ao receptor de interleucina
5 (IL5-R) e ao receptor do fator estimulador de colonias de granuldcitos e mondcitos em
humanos (FEC-GM-R) (Miyajima et al., 1993).

A ligagdo a um receptor de superficie celular (IL-3R) € o evento inicial na expressao da
atividade proliferativa da IL-3 numa célula alvo (Tavernier ef al., 1991). A IL-3 liga-se ao
CD123 com baixa afinidade e ndo tem afinidade detectavel para CD131 na auséncia do CD123;
a ligacdo de alta afinidade requer a presenca de ambas as cadeias. Apos a formacao do complexo
IL-3/IL-3R de elevada afinidade, a transdug¢ao de sinal ¢ mediada pela cadeia B (CD131) (Klein
etal., 1997).

2.2.5 Expressao celular do CD123

Um estudo verificou através de citometria de fluxo que existem trés subconjuntos de
células progenitoras hematopoiéticas CD34+ definidos pelos niveis de CD123, a partir de
amostras humanas obtidas de figado e medula 6ssea fetal, sangue de cordao umbilical, sangue
e medula 6ssea de adultos. Essa pesquisa concluiu que altos niveis de CD123 foram expressos
em progenitores linfoides B e mieloides; os progenitores eritroides iniciais tinham pouco ou
nenhum CDI123 de superficie e os progenitores hematopoiéticos primitivos tiveram como
caracteristica a ndo expressao ou baixa expressdo de CD123 (Huang et al., 1999).

Estudo in vitro com cultivo de células tronco hematopoiéticas demonstrou evidéncias
de que o CD123 ¢ expresso na maioria dos progenitores CD34+ e sua expressdo ¢ rapidamente
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perdida durante a diferenciagdo eritroide e megacariocitica, moderadamente diminuida durante
a diferenciagdo monocitica, mas ¢ sustentada na linhagem granulocitica (Testa et al., 1996).

O CD123 foi de fundamental importancia para a identificagdo e o estudo de uma
linhagem distinta de célula dendritica, a célula dendritica plasmocitoide (CDP), que foi
identificada em areas timo dependentes de 6rgdos humanos, devido a sua caracteristica de
superexpressao de CD123 (Olweus et al., 1997). Foi demonstrado que as células dendriticas
plasmocitoides humanas e de camundongos correspondem a uma populagdo celular
especializada que produz grandes quantidades de interferons tipo I em resposta a infec¢des
virais (Colonna ef al., 2004).

Em 2017 um estudo que utilizou transcriptomica em citometria por tempo de voo
(“Cytometry by time of flight, or CyTOF”) revelou a ocorréncia de um processo continuo de
diferenciagdo que comega na medula Ossea a partir de um precursor comum de células
dendriticas que diverge no ponto de emergéncia do potencial pré-célula dendritica comum e
célula dendritica plasmocitoide, entretanto subconjuntos de precursores comprometidos com a
linhagem de células dendriticas comuns expressam CD123 (See ef al., 2017).

O CDI23 continua sendo utilizado como marcador para células dendriticas
plasmocitoides e suas transforma¢des malignas, porém a classificagdo ¢ ontogenia dessas
células parece permanecer incerta, e foi recentemente proposto que as CDP devem ser
classificadas em um subcategoria de linfocitos inatos, pois sdo derivadas de progenitores
linfoides comuns e ndo de progenitores mieloides e parecem compartilhar uma trajetoria
linfoide com as células B, além de ndo possuirem uma capacidade eficiente de apresentagdo de
antigeno e migrarem essencialmente para os tecidos linfoides pelo sangue e ndo pela via
linfatica (Ziegler-Heitbrock et al., 2023).

2.2.6 CDI123 e mastocitoses humanas

O CD123 ¢ expresso em uma variedade de neoplasias hematoldgicas humanas como a
neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas, leucemia mieloide aguda, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieloide crdnica, linfoma de Hodgkin e leucemia de células
cabeludas (Testa et al., 2014) e em mastocitoses humanas (Pardanani et al., 2016).

Em seres humanos, usa-se o termo mastocitose para designar um grupo heterogéneo de
doencas mastocitdrias que podem ser primarias de pele ou ndo. A mastocitose ¢ uma neoplasia
hematoldgica caracterizada pela expansdao e acimulo focal de mastdcitos neopldsicos em
diversos orgdos, inclusive pele, medula oOssea, baco, figado e trato gastrointestinal. A
classificacdo da Organizagao Mundial da Saude divide a doenca em variantes prognosticamente
distintas de mastocitose cutdnea e mastocitose sist€mica (Valent et al., 2021).

Estao inclusos no escopo das mastocitoses: urticaria pigmentosa, mastocitose cutanea,
mastocitose cutanea difusa e eritrodérmica, telangiectasia macularis eruptiva perstans,
mastocitoma cutaneo, mastocitoma extracutaneo, mastocitose sistémica indolente, mastocitose
sistétmica com distarbio hematoldgico clonal associado, mastocitose sistémica agressiva,
leucemia de mastocitos e sarcoma de mastocitos (Rosai, 2011).

Um estudo avaliou a detec¢ao do CDI123 em 58 casos de mastocitoses sistémicas,
subclassificadas em 23 casos de mastocitose sistémica indolente, 10 casos de mastocitose
sistémica agressiva, 23 casos de mastocitose sistémica com neoplasia hematoldgica associada
e 2 casos com leucemia mastocitaria. O CD123 foi detectado em 37 (64%) dos casos e as taxas
de expressdo foram de 100% das mastocitoses sistémicas agressivas, 61% das mastocitoses
sist€émicas indolentes, 57% nas mastocitoses sistémicas com neoplasia hematologica associada
e 0% nas leucemias matocitarias. O estudo concluiu que a expressdo de CD123 e sua
intensidade de coloragdo tiveram valor progndstico em pacientes com leucemia
mielomonocitica cronica e mastocitose sistémica ndo indolente e hd possibilidade de um
direcionamento terapéutico voltado para o CDI123 nas mastocitoses sistémicas, dada a sua
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expressdo ausente em mastocitos normais/reativos e expressdo aberrante em mastdcitos
neoplasicos (Pardanani et al., 2016).

Em humanos, ha relativamente poucos casos relatados de sarcoma de mastocitos, pois
¢ uma forma extremamente rara de mastocitose caracterizada por crescimento invasivo de
mastocitos malignos e potencial metastatico. Os sitios mais comuns para sarcoma mastocitario
sao ossos e trato digestivo. Um estudo com relatos de 10 casos proprios de sarcoma de
mastocito, associado a casos de revisdo de literatura, demonstrou uma estimativa de
imunodetec¢do do CD123 em 50% dos casos (Matsumoto et al., 2022).

2.3 CD123 Como Alvo Terapéutico

O CD123 ¢ superexpresso em multiplas neoplasias hematolinfoides, inclusive leucemia
mieloide aguda, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia de células pilosas e mastocitose sist€émica (El chiA et al.,
2020). Dada a expressao mais elevada em células leucémicas, em comparagdo com as suas
contrapartes normais € a sua expressao baixa/ausente em células tronco hematopoiéticas, essa
proteina ¢ um potencial alvo terapéutico promissor, por isso, o aumento da compreensao da
expressao do CD123 no cancer e seu papel no desenvolvimento e/ou manutenc¢ao da doenga ¢
essencial para fornecer uma estratégia potencial para o tratamento de pacientes em potencial
(Patnaik et al., 2021). Atualmente diversos ensaios clinicos estdo em andamento com diferentes
agentes terapéuticos voltados para o CD123 em pacientes com neoplasia de células dendriticas
plasmocitoides blasticas e leucemia mieloide aguda (Pelosi et al., 2023).

2.3.1 Conjugado ligante-toxina

O Tagraxofusp (Elzonris®) foi aprovado para o tratamento de neoplasia de células
dendriticas plasmocitoides blasticas em adultos e pacientes pediatricos a partir de 2 anos de
idade. Tagraxofusp ¢ uma proteina de fusdo recombinante que consiste em IL3 fundida com
uma carga de toxina diftérica truncada/incompleta. Esse composto se liga ao receptor de IL3,
que consiste numa cadeia o (CD123) e numa cadeia B (CD1231) e ao ser internalizado catalisa
a ribosilagao de ADP de um residuo de histidina modificado, denominado diftamida, no fator
de alongamento 2. O fator de alongamento 2 ribosilado com ADP inibe a sintese protéica, o que
causa a morte celular. Algumas células podem ser resistentes a esse medicamento, nao pela
auséncia de expressao do receptor de [L.3, mas devido ao silenciamento dos genes de sintese da
diftamida mediado pela metilagdo do DNA, o que impede a ac¢do da toxina truncada (Luskin;
Lane, 2023).

2.3.2 Anticorpo monoclonal

O CSL362 (talacotuzumab), um anticorpo monoclonal humanizado neutralizante (clone
7G3) anti-CD123, e manipulado ao nivel do dominio Fc para potencializar a sua capacidade de
inducdo de citotoxicidade contra células de leucemia mieloide aguda, chegou a ser testado em
alguns estudos de ensaio clinico de nivel I em pacientes com LMA. No entanto, apds resultados
que ndo demonstraram beneficios significativos, o programa de desenvolvimento clinico do
talacotuzumab foi descontinuado pela Johnson and Johnson Company, New Brunswich, New
Jersey, EUA (revisado por Pelosi et al., 2023).

2.3.3 Conjugados anticorpo-droga

O IMGMN®632 ¢ um anticorpo monoclonal de alta afinidade ao CD123 conjugado a uma
nova classe de alquilante de DNA que mostrou boa efetividade citotoxica in vitro em linhagens
celulares de LMA sem efeito negativo em progenitores mieloides normais na dosagem testada
e, em estudos clinicos de fase I em uma amostragem de 67 pacientes com LMA
refratdria/recidivante, 20% obtiveram remissdo completa com recuperagdo de contagem
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incompleta. Outro estudo clinico de fase I com uma amostra de 23 pacientes com neoplasia de
c¢lulas dentriticas plasmocitoides blasticas obteve como resultado 22% de remissdo completa
com recuperagdo de contagem incompleta e 8% de remissdo parcial (revisado por Pelosi et al.,
2023).

2.3.4 Anticorpos biespecificos

O anticorpo biespecifico liga-se a um antigeno especifico do tumor e, a receptores de
células imunes como CD3, CD16, CD64 ¢ CD89, com o objetivo de estimular respostas imunes
celulares contra células tumorais. Estudos iniciais relataram a geracdo de anticorpos
biespecificos com especificidades para o dominio extracelular do CD3 e para o dominio N-
extracelular do CD123. Os anticorpos induziram a ativagdo in vitro e in vivo de linfocitos T e
a morte de blastos leucémicos CD123" (Al Hussaini et al., 2013)

O MGD 066 (flotetuzumabe) desenvolvido pela MacroGenics (Rockville, MD, EUA) ¢
uma proteina com redirecionamento de dupla afinidade CD3xCD123, composta por CD123Fv
anti-humano e CD3 anti-humano de camundongo humanizado; esta molécula exerceu uma
potente atividade antileucémica tanto in vitro quanto in vivo (Al-Hussaini et al., 2016). Estudo
clinico de fase I com 30 pacientes com LMA refrataria/recidivante, obteve evidéncias de
atividade antileucémica em 67% dos pacientes, com 19% de respostas completas (31% entre
pacientes com doenca refrataria, mas 0% em pacientes com doenga recidivante) (Uy et al.,
2018). No estudo de fase I e II com 88 pacientes com LMA refrataria/recidivante tratados com
flotetuzumabe, 26,7% apresentaram remissdo completa, com recuperagdo hematoldgica
parcial; a sobrevida global desses pacientes foi de 10,2 meses (Uy et al., 2021). Estudos em
andamento verificam a eficacia e seguranca do flotetuzumabena LMA pediatrica (Lamble et
al., 2022).

O MGD024 também desenvolvido pela MacroGenics (Rockville, MD, EUA) ¢ uma
molécula DART CD123xCD3 com a por¢ao Fc projetada para meia-vida circulante prolongada
e disponibilidade intermitente, além disso a molécula possui uma mutagdo para promover
reducdo de afinidade ao epitopo CD3, no intuito de diminuir a indugao de liberagao de citocinas
em comparacdo com o flotetuzumabe. Em modelos pré-clinicos, MGD024 demonstrou-se
poténcia reduzida in vitro e in vivo em comparacao com flotetuzumad, entretanto em modelo
animal de LMA a coadministragdo de MGD024 com citarabina ou venetoclax ou azacitidina
demonstrou-se eliminagdo completa ou quase completa de células tumorais (Alderson et al.,
2021).

Diversos outros anticorpos monoclonais bifuncionais CD3-CD123 foram desenvolvidos
e estdo em avaliagdio em ensaios pré-clinicos ou clinicos para LMA, como o
XmAbl14045/vibecotamab (Ravandi et al., 2020), APV0436 (Uckun et al., 2021), JNJ-
63709178 (Boyiadzis et al., 2023), IGM-2537(Liu et al., 2022) e também um anticorpo
trifuncional, CD123 - CD16a e NKp46 (cé¢lulas NK) — com nome/codigo do produto em teste
SAR443579 (Stein et al., 2022; Kang et al., 2023).

2.3.5 Terapia com células T do receptor de antigeno quimérico CD123 (CARs-T)

As células T do receptor de antigeno quimérico (CARs) sdo células geneticamente
modificadas para expressarem receptores a antigenos alvo especificos expressos na superficie
de células neoplésicas. As células CAR-T possuem capacidade de reconhecer antigenos
tumorais especificos e induzir citotoxicidade contra células malignas, com base na expressao
de tais antigenos (Wei et al., 2022). Estudos com diversas geragdes de células CAR-T com alvo
em malignidades humanas que expressam o CD123 foram realizados ou estdo em fase de teste
e parecem bastante promissores, sobretudo com métodos de ultima geracao (Pelosi et al., 2023).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Levantamento de Casos de MCCs

Foi realizado levantamento de laudos com resultados de MCCs no sistema de 3
laboratorios de patologia. A partir do arquivo de tecidos incluidos em blocos de parafina e
laminas histologicas desses laboratérios (Setor de Anatomia Patoldogica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro/SAP-UFRRIJ e de dois laboratoérios privados de Patologia
Veterinaria do Rio de Janeiro), foram revisados e selecionados 63 casos de MCCs. Apos revisao
em laminas coradas em H.E., as amostras foram graduadas de acordo com os critérios de
Patnaik e colaboradores (1984) e Kiupel e colaboradores (2011); os critérios apontados para
cada graduacdo foram registrados em planilha do Excel, assim como dados de raca, sexo, idade
e local da lesdo quando disponiveis nas requisi¢des dos exames revisados.

3.2 Amostras Selecionadas e Analisadas na Coloracio de Hematoxina e Eosina (H.E.)

Para coloracdo em H.E as amostras foram rotineiramente processadas: as seg¢oes de
tecidos com 3pum obtidas em microtomo manual foram armazenadas em estufa a 60°C por 2h,
banhadas em duas cubas de xilol por 5 minutos cada, reidratadas em quatro banhos de alcool
etilico P.A. (2 minutos em cada), coradas pela hematoxilina durante 5 minutos, lavadas em agua
corrente, coradas pela eosina por 1 minuto e 30 segundos, lavadas em agua corrente,
desidratadas em quatro banhos de alcool etilico P.A. e posteriormente imersas em 2 banhos de
xilol por 5 minutos cada, e montadas com laminula em meio de montagem.

3.3 Seleciio de Orgios Diversos Para Pesquisa de Marcacio do CD123 e Comparacio com
a Literatura.

No intuito de investigar a expressdao do CD123 em tecidos de caes, foram selecionadas
amostras de 6rgdos com registro de coleta com menos de 1 hora entre o 6bito e a necropsia. As
laminas coradas em H.E. dos casos foram revisadas e foram selecionadas: 2 amostras de
intestino delgado, 2 amostras de intestino grosso, 2 amostras de estdomago (regido do fundo), 2
amostras de figado, 2 amostras de pulmdo, 2 amostras de pancreas, 2 amostras de rim, 2
amostras de cerebelo, 2 amostras de hipocampo e cortex cerebral, 2 amostras de tonsilas
palatinas e uma amostra de adrenal. Além dessas amostras obtidas de necropsia, foram
selecionados 2 espécimes de hiperplasia lobular mamaria e 2 de linfonodos obtidos da rotina de
encaminhamento de biopsias. Todos esses espécimes pertenciam ao arquivo de blocos de
tecidos incluidos em parafina do SAP-UFRRJ (Quadro 5).
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Quadro 5. Orgios selecionados para analise da imunodetecgdo do CD123 e respectivos
registros das amostras.

Orgio ID da amostra
Intestino delgado 40503j
Intestino delgado 37732d
Intestino grosso 40503j
Intestino grosso 37732d
Estomago (fundo) 40503j
Estomago (fundo) 37732d
Pancreas 40503j
Péncreas 41097d
Rim 40503¢g
Rim 37732b
Figado 40503¢g
Figado 37732b
Pulmio 41097¢g
Pulmao 37732
Linfonodo 39222
Linfonodo 37198C
Tonsila palatina 41097
Tonsila palatina *
Hipocampo e cortex 37732r
Hipocampo e cortex 41097m
Cerebelo 37732r
Cerebelo 41097m
Hiperplasia lobular mamaria + pele | 40685C
Hiperplasia lobular mamaria + pele | 40878A
Adrenal 41097d

3.4 Controles Humanos Para o CD123

O Laboratorio de Anatomia Patologica do Hospital Central do Exército do RJ, cedeu ao
SAP-UFRRJ, amostras de tonsilas palatinas hiperplésicas, incluidas em blocos de parafina
(Quadro 6). Essas amostras foram utilizadas como controle positivo do CD123 e para
comparag¢do da imunomarcagdo com os tecidos linfoides caninos.

Quadro 6. Amostras de tonsilas palatinas humanas e respectivo registro utilizadas como
controle positivo para reagao de IHQ com anticorpos anti-CD123 mono e policlonal.
Orgio ID
Tonsila palatina | 22-2252-3
Tonsila palatina | 23-4851-3

3.5 Neoplasias em Microarranjo de Tecidos (TMA) Para Investigacio da Imunodetecciao
do CD123

Com o intuito de investigar a deteccdo do CD123 em outras neoplasias, foi utilizado
uma lamina de TMA confeccionada para outro estudo, com amostras ja caracterizadas
morfologicamente e imunofenotipicamente com diversos antigenos (MUMI1, CD79a, CD3,
Ibal, cadeias leves A e k de Ig), contendo cores de 2mm de 39 plasmocitomas cutaneos caninos,
25 histiocitomas cutneos caninos, 2 sarcomas histiociticos caninos e 1 mieloma multiplo.

3.6 Imuno-histoquimica
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3.6.1 Padronizacio da dilui¢cdo do anticorpo anti-CD123

Inicialmente, foram estabelecidas as diluigdes 6timas para dois anticorpos anti-CD123
nas amostras de tonsilas palatinas humanas com 3 sistemas de deteccdo diferentes. Os
anticorpos testados foram:

I. CDI123 Monoclonal (6H6) Ig de camundongo da eBioscience®, codigo 14-1239-82,
lote 2661854.
II. CD123 policlonal Ig de coelho da invitrogen®, cédigo PA585146, lote YC3876241E.

Trés sistemas de deteccao foram testados com o CD123 monoclonal, e dois sistemas (I
e II) foram testados com o CDI123 policlonal devido a incompatibilidade do sistema II
(EnVision Flex + Mouse Linker — Dako®) com anticorpos primarios de coelho. Os sistemas
testados foram:

I. Novolink Polymer Detection System - Leica®, codigo RE7140-K, lote 6092682.
(duas etapas)
II. EnVision Flex + Mouse Linker — Dako®, codigo K8002, lote 41522633.
(duas etapas)
II1. Envision+ Dual Link System-HRP — Dako®, cédigo K4061, lote 11240666.
(uma etapa)

As diluicdes testadas para ambos 0s anticorpos € para os trés sistemas de detec¢ao nas
tonsilas humanas variaram de 1:25 a 1:1000 (monoclonal) e 1:100 a 1:6000 (policlonal). A
dilui¢do 6tima (marcagdo nitida sem reagdo de fundo) estabelecida para o CD123 monoclonal
foi 1:400 no sistema de deteccao I e Il — métodos de duas etapas; ambos demonstraram a mesma
qualidade de imunomarcacao. Nao houve marcacao eficiente com o sistema III — método de
uma etapa, nas dilui¢des testadas para esse anticorpo, logo, todas as reagdes de IHQ com o
CD123 monoclonal se basearam no método de duas etapas, sendo escolhido o Novolink
Polymer Detection System - Leica® por maior praticidade na execugdo do trabalho manual.

Para 0 CD123 policlonal, a diluigdo 6tima e utilizada nesse estudo foi de 1:500 e, apenas
o sistema de detecc¢do III (Envision+ Dual Link System-HRP — Dako®) proporcionou uma
visibilidade adequada da reagdao devido a menor intensidade de marcacao de fundo. Mas esse
anticorpo apresentou reatividade em uma dilui¢do de até 1:4000.

3.6.2 Padronizacio da diluicdo do anticorpo anti-KIT (CD117)

Em amostras de MCCs testou-se, em diluicao seriada o anticorpo: anti-CD117/c-KIT
policlonal Dako Ig de coelho, c6digo A4502, lote 11253060, nas dilui¢des 1:50, 1:100, 1:200,
1:400, 1:800, 1:1000 e 1:1600. Houve imunomarcac¢ao aceitavel no controle utilizado até
1:1000, porém a dilui¢do 6tima foi 1:300 utilizando-se o sistema de detec¢do em uma etapa
Envision+ Dual Link System-HRP — Dako®, codigo K4061, lote 11240666. Nesse estudo,
utilizamos uma dilui¢do desse anticorpo de 1:250 em todas as amostras, um pouco abaixo da
diluicao 6tima na padronizagdo, no intuito de minimizar a possibilidade de casos falso negativos
em amostras com eventual baixa expressdo ou outros problemas relacionados ao tempo de
fixacdo que podem comprometer epitopos alvo da proteina.

3.6.3 Teste do método de detec¢ao do CD123 em amostras de caes

Para estabelecer o método empregado na investigagdo da imunodetec¢dao do CD123 em
amostras caninas, comparamos a imunomarcagao com os anticorpos CD123 monoclonal e
policlonal com as amostras de tonsilas humanas em 2 amostras de linfonodos e 2 amostras de
tonsilas palatinas caninas. Nao houve deteccao do CD123 monoclonal (6H6) eBioscience® nas
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amostras de caes, portanto o método elegido para o presente estudo em amostras caninas, foi o
com CD123 policlonal invitrogen® com sistema de detecgdo em uma etapa Envision+ Dual
Link System-HRP — Dako.
3.6.4 Ensaio para imunodeteccio do KIT (CD117) com dois sistemas de detecciio distintos
Para investigar se o padrdo de imunomarcacdo do KIT/CD117 pode ser alterado de
acordo com o método baseado em polimero (1 ou 2 etapas), na premissa de que o método de
duas etapas utiliza um amplificador de reacdo intermediario, foram selecionados 6 casos de
MCCs padrao KIT I, 4 casos de MCCs padrao KIT II e 4 casos de MCCs padrao KIT III
estabelecidos previamente com sistema de detec¢do em uma etapa (de acordo com o item 3.6.1).
Essas amostras foram testadas na dilui¢do de 1:600 do mesmo anticorpo (CD117/c-KIT
policlonal Dako Ig de coelho) com o sistema de deteccao Novolink Polymer Detection System
— Leica® - duas etapas e posteriormente comparadas com o resultado obtido através do método
com o sistema de uma etapa Envision+ Dual Link System-HRP — Dako® a uma dilui¢do do
anticorpo primario de 1:250.

3.6.5 Técnica geral para CD123 e CD117

Os blocos de todas as amostras selecionadas foram seccionados em micrétomo a uma
espessura de 4um, pescados em laminas silanizadas, identificadas com o registro da amostra e
posteriormente armazenadas em estufa a 60°C por 4h. Em seguida, as ldminas passaram em
banho de parafina para preservar a antigenicidade da amostra conforme a demanda da
realizacdo de IHQ para cada dia de execug@o do método.

As laminas parafinadas utilizadas, eram colocadas em estufa a 60°C por 20 minutos para
retirar o excesso da pelicula de parafina; posteriormente seguiam para 3 banhos em xilol de 10
minutos cada e reidratadas em quatro banhos de 5 minutos em élcool etilico P.A. e mais um
banho de 5 minutos em agua destilada.

A recuperagdo antigénica foi realizada em banho maria a 96°C por 20 minutos em
tampao High pH — (Tris/EDTA buffer, pH 9) Dako®, com descanso de mais 20 minutos das
laminas no tampao apos retirada do banho maria. Seguiu-se a lavagem das 1aminas em PBS e
o bloqueio da peroxidase endogena em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em agua
destilada por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS e os cortes
circulados com caneta hidrofobica Dako-pen®. Seguiu-se a lavagem das ldminas com Wash
Buffer — Dako® e o bloqueio de reagdes inespecificas com Protein Block Novolink® — Leica
por 10 minutos. As laminas foram lavadas 2 vezes em PBS e incubadas overnight em camara
umida a 4°C por 14 horas com os anticorpos primarios nas dilui¢des de teste e, posteriormente
nas dilui¢des selecionadas: CD123 (6H6) 1:150, CD123 policlonal 1:500, ¢-KIT/CD117 1:250
(método de uma etapa - Envision+ Dual Link System-HRP — Dako®) e a 1:600 (método de
duas etapas Novolink Polymer Detection System - Leica®).

Apo6s a incubagdo seguiu-se a lavagem das laminas por 2 vezes durante 10 minutos em
tampao de lavagem Wash Buffer — Dako®, e a partir de entdo o método distinguiu-se para cada
sistema de detecgao:

Novolink Polymer Detection System - Leica®
e Incubacdo a temperatura ambiente com a solucdo Post Primary — Novolink
Polymer Detection System - Leica® por 30 minutos.
e Duas lavagens de 10 minutos com com Wash Buffer — Dako®
e Incubacdo a temperatura ambiente com a solu¢cao Novolink Polymer - Novolink
Polymer Detection System - Leica® por 30 minutos.
e Duas lavagens de 10 minutos com com Wash Buffer — Dako®.
e Incubacdo com cromogeno DAB+ Envision FLEX - Dako® a uma dilui¢ao de
1:20 por 5 minutos.
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EnVision Flex + Mouse Linker — Dako®
e Incubagdo a temperatura ambiente com a solu¢do Mouse (linker) por 15
minutos.
e Duas lavagens de 10 minutos com com Wash Buffer — Dako®.
e Incubagdo a temperatura ambiente com a solu¢do EnVision FLEX/HRP por 30
minutos.
e Duas lavagens de 10 minutos com Wash Buffer — Dako®.
e Incubagdo com cromégeno DAB+ Envision FLEX - Dako® a uma diluig¢do de
1:20 por 5 minutos.

Envision+ Dual Link System-HRP — Dako®
e Incubagdo a temperatura ambiente com a Dako EnVision+ Dual Link System-
HRP por 40 minutos.
e Duas lavagens de 10 minutos com Wash Buffer — Dako®
e Incubagdo com cromogeno DAB+ Envision FLEX - Dako® a uma diluigao de
1:20 por 5 minutos para o anticorpo anti-c-KIT e 1:50 por 2 minutos para o anticorpo
anti-CD123 policlonal.

Apds a ultima etapa de cada sistema de detec¢do seguiu-se a lavagem das laminas em
agua corrente, coloragdo com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, desidratagdo em passagem
de 1 minuto em 4 banhos sucessivos em alcool P.A. e dois banhos de xilol para prosseguir com
a montagem da ldmina e laminula utilizando-se um meio de montagem.

3.6.6 Controles positivo e negativo para reacao do CD123 e KIT/CD117

Como controle positivo para o CD123 foram utilizadas as tonsilas humanas; o padrao,
intensidade e distribui¢do da imunomarcagdo obtida com o CD123 monoclonal € com o CD123
policlonal foram comparados nas tonsilas humanas. Do mesmo modo, o padrio da
imunomarcag¢ao do CD123 policlonal nas tonsilas humanas foi comparado com o padrao de
marcagdo nas tonsilas palatinas e nos linfonodos caninos. O controle positivo para o KIT foi
uma amostra de MCC com imunomarcacao prévia conhecida. O controle negativo para todos
os marcadores foi feito omitindo-se o anticorpo primario da reagdo, ou seja, apenas controle
negativo para o anticorpo secundario.

3.7 Interpretacdo das Amostras Apos Reaciao de IHQ

Para consideragdo de imunopositividade para o CD123 nos MCCs, esse estudo se
baseou em interpretagdes para esse marcador em neoplasias linfohematopoiéticas humanas;
desse modo, foram consideradas positivas amostras com pelo menos 30% de células
neoplésicas com citoplasma e/ou membrana citoplasmatica virtualmente imunocoradas (Suzuki
et al., 2017) ou, ao menos 10% de células com elevada atipia com imunomarcagdo
citoplasmatica e/ou membranosa (Arai ef al., 2019).

Para interpretagdo do padrdo de marcacdo do KIT/CD117 nos MCCs esse estudo
baseou-se nos parametros da literatura veterinaria (Kiupel et al., 2004; Morini et al., 2004).

3.8 Analises de Dados

Em modelos de regressao logistica, a variavel dependente pode apresentar-se em duas
ou mais categorias; quando dicotdmica, caracteriza-se como regressao logistica binaria e,
quando possui mais de duas categorias, regressdo logistica multinomial. O método a ser
escolhido dependera do numero de categorias e das caracteristicas da varidvel resposta
(Gonzalez, 2018).
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No primeiro ensaio, verificou-se a relagdo entre a marcacado CD123 (presente e ausente)
e o Grau de Kiupel (alto e baixo), nesse caso, através de regressao logistica bindria.
Posteriormente foi aplicada uma andlise de regressdo multinomial para identificar a influéncia
do Grau de Kiupel na intensidade de marcagao por CD123 (fraca ou consistente), e consideradas
marcacoes consistentes as de intensidade moderada, forte e muito forte.

Os dados foram analisados no software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 29 para Windows, adotando-se uma confianca de 95%, e o teste qui-quadrado
de Pearson e Long-Rank Mantel Cox para analises de modelos de regressao logistica binaria e
multinomial.

4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo Comparada da Imunodeteccio dos Anticorpos Anti-CD123 Monoclonal
(6H6) e Policlonal em Controles de Tonsilas Palatinas Humanas Utilizando Métodos de
Deteccio Baseados em Polimero de Uma e Duas Etapas.

Nas amostras de tonsilas humanas houve imunomarcagdo tanto com anticorpo
monoclonal quanto com policlonal, entretanto, a imunodeteccdo do antigeno CD123 com
anticorpo monoclonal (6H6), s6 foi efetiva com o emprego de métodos de detecgdo baseados
em polimero de duas etapas e na diluicdo estabelecida (1:400). Nao houve diferenca de
resultados entre as duas marcas utilizadas (Novolink® Polymer Detection System e EnVision®
Flex + Mouse Linker), que revelaram forte marcagdo membranosa-citoplasmatica de grupos de
células interfoliculares (presumivelmente células dendriticas plasmocitoides) e de vénulas do
endotélio alto. Por outro lado, ao utilizar o método detec¢do com polimero baseado em uma
etapa (Envision+® Dual Link System-HRP), ndo houve imunocoloragdo significativa nas
amostras controles mesmo com uma baixa dilui¢ao de 1:20 (Figura 2 A e B).

O CD123 (clone 6H6) com sistema de detec¢do em duas etapas apresentou marcacao
membranosa/citoplasmatica restrita a grupos de células em regides interfoliculares (células
dendriticas plasmocitoides) e vénulas do endotélio alto, com rara marca¢do de células
intrafoliculares (Figura 3 A e B).

A B

Figura 2. Comparacio da imunocoloracio com anticorpo anti-CD123 monoclonal com sistema de detec¢io
baseado em polimero de uma e duas etapas em tonsila palatina humana. Figura A. Sistema de detecg¢ao
baseado em polimero em reagdo de uma etapa. Imunocoloragdo com intensidade minima de poucas células
interfoliculares e auséncia de detec¢do do antigeno em vénulas do endotélio alto, IHQ polimero em uma etapa,
CD123 (6H6), 0bj.40. Figura B. Sistema de detec¢do baseado em polimero em reacdo de duas etapas. Observa-se
forte imunocoloragdo membranosa-citoplasmatica de grupos de células dentriticas plasmocitoides e de vénulas do
endotélio alto. IHQ polimero em duas etapas, CD123 (6H6), obj.40.
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Figura 3. Distribuicdo da imunomarca¢iao com anticorpo anti-CD123 monoclonal em tonsila palatina
humana. Figura A. Padrao de distribuicdo de células imunocoradas dispostas em grupos interfoliculares, IHQ
em duas etapas, CD123 (6H6), obj.10. Figura B. Marcacdo de células interfoliculares e rarissimas células
intrafoliculares. IHQ em duas etapas, CD123 (6H6), obj.40.

O anticorpo policlonal anti-CD123 também marcou fortemente grupos de células
interfoliculares (Figura 4 e 5) e vénulas do endotélio alto (Figura 6), e demonstrou um padrao
de marcagdo consistente com o anticorpo monoclonal. Entretanto, o anticorpo policlonal
demonstrou leve reacdo de fundo e marcacao fraca de linfocitos ¢ imunomarcagao moderada
em algumas células do estroma (fusiformes) e ductos salivares remanescentes nas amostras de
tonsila palatina humana, mas ndo nos acinos salivares (Figura 7).
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Figura 4. Distribuicio da imomarcac¢io com anticorpo policlonal anti-CD123 em tonsila palatina humana.
Padrdo de distribuicdo de células imunocoradas dispostas em grupos interfoliculares, semelhante ao padrio
demonstrado com anticorpo monoclonal (6H6), IHQ em uma etapa, CD123 policlonal, obj.10.

Figura S. Grupos de células interfoliculares com forte marcacio citoplasmatica-membranosa com anticorpo
policlonal anti-CD123 em tonsila palatina humana. O padrio de marcagao ¢ similar ao do anticopo monoclonal
(6H6). Marcagdo fraca de populacio linfoide, [HQ em uma etapa, CD123 policlonal, obj.40.
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Figura 6. Tonsila palatina humana. Forte marcagao citoplasmatica-membranosa em vénula do endotélio alto. O
padrdo de marcagdo ¢ similar e mais intenso do que o observado com o uso do anticorpo monoclonal(6H6); ha
marcacdo fraca de populagao linfoide, IHQ em uma etapa, CD123 policlonal, 0bj.40.

Figura 7. Glandulas salivares remanescentes nas margens de amostra de tonsila palatina humana. Forte
imunomarcagdo membranosa-citoplasmatica em ductos salivares e endotélio de alguns vasos, [HQ em umaetapa,
CD123 policlonal, obj.40.

4.2 Imunodeteccao do CD123 em Controles Linfoides (Tonsilas Palatinas e Linfonodos)
Caninos.

Na padronizacdo do melhor método de revelacao da reagao de IHQ, foi observado
através de controles negativos, que os dois kits de polimero com sistema de deteccdo em duas
etapas apresentaram forte reagcdo inespecifica nas tonsilas palatinas e linfonodos caninos, com
marcacdo citoplasmatica forte de plasmocitos e reagdo de fundo nos controles, realizados em
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mais de 5 testes (Figura 8). Mesmo com essa inespecificidade, ndo se notou diferenca de
marcacao ao utilizar o CD123 (6H6) nos controles caninos; como esperado, nao houve qualquer
indicio de marcacdo, tendo em vista que esse antigeno nao foi detectado mesmo em baixa
diluicao com sistema de detecgdo em uma etapa em controles humanos. Adicionalmente, um
grupo de 5 MCCs que marcaram fortemente com o CD123 policlonal em sistema de uma etapa,
foram testados para a marcagdo com o anticorpo anti-CD123 monoclonal em sistema de uma
etapa, sem qualquer marcagao.

Figura 8. Controle negativo do polimero com sistema de deteccio em duas etapas em linfonodo e tonsila
palatina caninos. A. Linfonodo de c8o sem tratamento com anticorpo primario. Imunocoloragao forte em capsula,
células da regido interfolicular e paracortical, obj.10. B. Linfonodo da imagem A aproximada; as células fortemente
imunocoradas sdo morfologicamente indistinguiveis de plasmdcitos, obj.40. C. Tonsila palatina de cio; o estroma,
células fusiformes e plasma apresentam forte imunocoloragdo com auséncia do anticorpo primario, obj.40. D.
Glandulas salivares remanescentes nas adjacéncias da tonsila palatina de cdo; ha forte imunocoloragao do estroma,
plasma e fraca coloragdo na secre¢do de poucas glandulas com auséncia de tratamento com anticorpo primario,
0bj.10.

Devido as reagdes inespecificas detectadas no sistema baseado em polimero de duas
etapas, de ambas as marcas testadas em tecidos linfoides de caes, optamos por trabalhar somente
com o método de polimero baseado em uma etapa que ndo apresentou reagao inespecifica nos
controles negativos (Figura 9). Também trabalhamos nossas amostras apenas com o CD123
policlonal que demonstrou marcacdo com o referido sistema, em virtude do anticorpo anti-
CD123 (6H6) ter sido detectado apenas com o uso do polimero com sistema de duas etapas em
amostras humanas.
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Figura 9. Controle negativo de linfonodo canino. Como esperado, ndo houve imunocolorag@o. A. obj.10. B. 0bj.40.
IHQ utilizando sistema de detecg@o baseado em polimero de uma etapa com omissdo do anticorpo primario.

O CDI123 policlonal apresentou marcagdo de diversos tipos celulares nos controles
linfoides, com marcagdo fraca de populagdes de linfocitos nos centros germinativos, zona do
manto ¢ zona marginal e forte marcacdo membranosa-citoplasmatica em grupos escassos de
células interfoliculares e paracorticais que se encontravam mais individualizadas em cordodes
medulares, em um padrao similar ao controle humano (Figura 10). Essas células tinham aspecto
histiocitico com citoplasma amplo, ntcleos grandes, vesiculares pleomoéficos e menos
frequentemente pequenos, redondos com cromatina condensada, um padrdo morfoldgico
também similar ao de células humanas fortemente imunomarcadas com o CD123 mono e
policlonal (Figura 11). Em discordancia com os controles humanos, ndo houve marcagdo de
vénulas do endotélio alto nem nas tonsilas e nem nos linfonodos caninos (Figura 12).

Figura 10. Coértex linfonodo de cdo. Agrupamento distinto de células fortemente imunocoradas a direita
no canto superior da imagem, além de minima intensidade de marcagdo de linfocitos.IHQ com polimero em
reacdo de uma etapa, CD123 policlonal, obj.40.
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Figura 11. Comparacio da imunodetecio do CD123 policlonal entre linfonodo de cio e tonsila palatina
humana. A e C linfonodo de céo. Forte imunomarcagdo de grupos de células com citoplasma amplo, niicleo
grande, pleomoéfico com cromatina vesicular e menor numero de células pequenas com ntcleo
hipercromatico, IHQ com polimero em rea¢do de uma etapa, CD123 policlonal, obj.40. B e D tonsila
palatina humana. Em B o agrupamento de células fortemente imunocorados apresenta citoplasma
relativamente amplo, com células de nucleo pequeno e hipercromatico e células com nuicleos grandes de
cromatina esparsa. Em D, as células sdo grandes, individualizadas, com forte marcagdo membranosa-
citiplasmatica e nucleo grande, pleomorfico com cromatina vesicular e nucléolos evidentes, semelhantes as
observadas em caes, IHQ com polimero em reagdo de uma etapa, CD123 policlonal, obj.40.
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Figura 12. Linfonodo de cio. Forte imunomarca¢do membranosa-citoplasmatica de células com citoplasma
relativamente abundante e nticleo pequeno, em pequenos grupos, em um subarrranjo linear em regido interfolicular.
Nao ha imunomarcacdo de vénulas, IHQ com polimero em reagdo de uma etapa, CD123 policlonal, obj.40.

Nas tonsilas palatinas de caes, além da auséncia de imunomarcagdo de vénulas do
endotélio alto, ndo foram visualizadas cé€lulas interfoliculares em grupos fortemente marcadas,
mas houve forte marcagdo membranosa-citoplasmatica de células linfoides proximas a camada
basal do epitélio escamoso ou intraepiteliais (Figura 13).

Figura 13. Tonsila palatina de cio. Forte imunomarcacdo membranosa-citoplasmatica de células intraepiteliais,
IHQ com polimero em reacdo de uma etapa, CD123 policlonal, obj.40.
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O anti-CD123 monoclonal ndo apresentou marcagdo de fundo nos controles humanos,
além de marcacao mais restrita que o policlonal nesses espécimes. Por outro lado, o anti-CD123
policlonal apresentou um padrdo de distribuicdo de marcagdo similar, porém com leve
marcacdo de fundo e marcacao de populagdes celulares adicionais como mencionado
anteriormente. Em compara¢ao com os tecidos linfoides caninos, o padrdo de marcacio de
grupos de células interfoliculares foi semelhante, porém sem marcagao de vénulas do endotélio
alto ¢ com maior marcacao de células intrafoliculares e leve reacao de fundo.

4.3 Imunodectcio do CD123 em Orgios Nio Linfoides Caninos

Houve forte imunomarcagao em células da zona glomerulosa da adrenal, plexo nervoso
mioentérico e submucoso do intestino e estbmago, moderada imunomarcagao das células das
criptas intestinais (intestino delgado), ductos de glandulas salivares, pancreatico (interlobular),
ilhotas pancreaticas, ductos biliares e ductos de glandula mamaria, além do epitélio bronquico
e bronquiolar, células perivasculares, células parietais da mucosa gastrica, principais € menos
intensamente mucosas do colo. Nao houve marcagao de alvéolos pulmonares, musculo liso do
trato gastrointestinal, neurdnios do hipocampo e cerebelo (Quadro 7). As figuras referentes a
essas imunocoloragdes estdo disponiveis no anexo A.

Quadro 7. Imunodetec¢ao do CD123 policlonal em células de diferentes tecidos de caes através
de sistema baseado em polimero de uma etapa.

Orgio Marcacio

Intestino delgado Plexo mioentérico e submucoso, criptas intestinais

Intestino delgado Plexo mioentérico e submucoso, criptas intestinais

Intestino grosso Plexo mioentérico e submucoso

Intestino grosso Plexo mioentérico e submucoso

Estémago (fundo) Plexo mioentérico e submucoso, células glandulares da mucosa

Estémago (fundo) Plexo mioentérico e submucoso, células glandulares da mucosa

Péancreas Ilhotas pancredticas e ductos interlobulares

Péancreas Ilhotas pancredticas e ductos interlobulares

Rim Tubulos corticais € medulares, exceto ductos coletores, células da
matriz mesangial/capilar glomerular

Rim Tubulos corticais e medulares, exceto ductos coletores, células da
matriz mesangial/capilar glomerular

Figado Células de Kupffer e ductos biliares

Figado Células de Kupffer e ductos biliares

Pulmao Epitélio bronquico e bronquiolar

Pulmao Epitélio bronquico e bronquiolar

Hipocampo e cortex Neurdpilo

Hipocampo e cortex Neurdpilo

Cerebelo

Neurdpilo da camada molecular

Cerebelo

Neurdpilo da camada molecular

Hiperplasia lobular mamaria + pele

Ductos mamarios, células basaloides glandulares, ductos
sudoriparos apdcrinos, algumas células escamosas

Hiperplasia lobular mamaria + pele

Ductos mamarios, células basaloides glandulares, ductos
sudoriparos apdcrinos, algumas células escamosas

Adrenal

Células da zona glomerulosa

4.3.1 Imunodetec¢io do CD123 em amostras de neoplasias caninas em TMA.

Dos 39 plasmocitomas cutaneos caninos, 24 apresentaram marcacdo membranosa-
citoplasmatica consistente, dos 25 histiocitomas cutaneos caninos, 18 apresentaram marcagao
membranosa-citoplasmatica consistente e, os dois sarcomas histiociticos apresentaram
marcagdo membranosa-citoplasmatica muito forte, além da amostra de mieloma multiplo, todas
reagoes sem marcacao de fundo. As figuras estdo disponiveis no anexo B.
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4.4 MCCs

4.4.1 Aspectos gerais das amostras analisadas

Das 63 amostras de MCCs, 30 foram classificadas como baixo grau e 33 como alto grau
Kiupel. Os dados de raca, idade, sexo, regido da lesdo e avaliagdo dos linfonodos quando
disponiveis nas fichas de requisicdo de exame histopatoldgico e apds avaliagdes das amostras,
foram tabulados. Esses dados podem ser consultados no Quadro 8 para MCCs classificados
como baixo grau e no Quadro 9 para MCCs classificados como alto grau.

Quadro 8. Raga, sexo, idade, local anatomico e avalia¢ao de linfonodos de 30 MCCs de baixo

grau Kiupel.

ID Raca Sexo Idade Local Linfonodo
35920¢ SRD Fémea 4 anos Regido mamaria HN3
40449* SRD Macho 10 anos Abdomen HN1
35986B Pitbull Fémea 9 anos Face medial da coxa HN2
35985B NI NI NI NI NA
38853J SRD Fémea 12 anos Esterno HNI1
39528? Chow Chow Macho 6 anos Bolsa escrotal HN2
40080° Buldogue Francés Macho 7 anos Bolsa escrotal HNO
2106/22 Labrador Macho 9 anos Bolsa escrotal NA
908/23 Nao informado Macho NI NI NA
MAS313/21 | Pitbull Fémea 5 anos Membro pélvico esquerdo NA
40780C Golden Retriever Fémea 10 anos Toérax NA
407501 Labrador Fémea 11 anos NI HNI1
40186° Labrador Fémea 11 anos Regido mamaria HNO
40207° Basset Hound Macho 13 anos Membro toracico esquerdo | NA
40211F Dachshund Macho 11 anos Abdomen NA
40212* SRD Fémea 6 anos Flanco HN3
38407C SRD Fémea 6 anos Abdomen NA
40689° SRD Macho 12 anos Regido inguinal HN2
40757° SRD Macho 7 anos Abdomen HN2
38491* Daélmata Fémea 11 anos Tronco NA
40768 Pinscher Fémea 9 anos Regido mamaria HN2
40206C SRD Fémea NI Axila esquerda NA
40352° Pitbull Fémea 10 anos Regido inguinal NA
40426B SRD Macho 8 anos Regido axilar NA
40366" SRD Fémea NI Regido mamaria NA
40562B Golden Retriever Macho 9 anos Regido mamaria HN2
38439B American Bully Macho 7 anos Membro pélvico esquerdo e | NA

cauda
933/23 Golden Retriever Macho 6 anos Térax e bolsa escrotal HN2
40914* SRD Fémea 6 anos Flanco direito HNO
41324E SRD Fémea NI Toérax, orelha HNO

SRD = sem raga definida NI = ndo informado NA = ndo avaliado

29



Quadro 9. Raga, sexo, idade, local anatomico e avaliagao de linfonodos de 33 MCCs de alto

grau Kiupel.

ID Raca Sexo Idade Local Linfonodo
982/22 Pinscher Fémea 10 anos Regido inguinal HN3
1772/22 Dachshund Macho 10 anos Bolsa escrotal NA
612/23 Schanauzer Fémea 14 anos Membro toracico esquerdo | HN1
671/23 SRD Macho 10 anos Bolsa escrotal NA
MAS 33/22 SRD Macho 5 anos Bolsa escrotal NA
1644/22 Labrador Macho 15 anos SI NA
1285/22 Nao informado Fémea NI Regido cervical HNO
1438/22% Schnauzer Macho 15 anos Membro pélvico direito HN1
1083/22 Bulldog Francés Macho 5 anos NI NA
MAS 53/21 Labrador Macho 13 anos Prepticio HN4
MAS 171/21 | Labrador Macho 11 anos Digito, tronco, rostro NA
MAS358/22 SRD Fémea NI Membro toracico direito NA
MAS115/21 SRD Fémea 4 anos Regido lombar NA
MAS 385/21 | SRD Macho 13 anos Regido toraxica HN2
2007/22 Golden Retriever Fémea 9 anos Membro toracico esquerdo | HN3
1032/23 SRD Macho NI Membro pélvico esquerdo | NA
1460/22 Nao informado Macho NI Bolsa escrotal NA
1410/22 SRD Fémea 15 anos Mama NA
1080/22 SRD Fémea 7 anos Regdo cervical HN3
592/23 Golden Retriever Macho NI Pénis, face interna da coxa | HN3
MAS336/22 SRD Macho 11 anos Bolsa escrotal NA
38303* Daschound Macho NI Regido axilar HNO
MAS90/21 Buldogue Francés Macho 7 anos Bolsa escrotal NA
39713% SRD Fémea 10 anos Regido pré escapular HN3
39473? Buldogue Macho 3 anos Prepucio HNI1
38497° SRD Fémea 13 anos Mandibula HN3
MASS82/22 Poodle Fémea 15 anos Regido peitoral NA
MAS398? SRD Fémea 16 anos Abdomen HN3
MAS30/21 Maltés Macho 7 anos Regido lombar NA
2007/22%* Golden Retriever Fémea 9 anos Membro toracico esquerdo | HN3
448/22 Dachshund Fémea 11 anos Regido inguinal NA
MAS 237/21 | Labrador Macho 10 anos Bolsa escrotal NA
MAS 39/21 Labrador Macho 10 anos Focinho NA

SRD = sem raga definida NI = ndo informado NA = ndo avaliado

Dos MCC:s classificados como baixo grau Kiupel, 2/30 foram classificados como grau
I de Patnaik e 28/30 foram classificados como grau II; nenhum dos MCCs classificados como
baixo grau Kiupel foi classificado como grau III Patnaik. Com rela¢do aos mastocitomas de alto
grau Kiupel, 8/33 foram classificados como grau Il de Patnaik e 25/33 como grau II de Patnaik;
nao houve nenhuma amostra de alto grau de Kiupel classificada como grau I de Patnaik.

Nos 30 casos de MCCs classificados como baixo grau, 28 tinham informagdes de ragas
disponiveis nas fichas de requisi¢do, as racas mais frequentes foram: sem raga definida (12/28),
Pitbull (3/28), Labrador ¢ Golden Retriever (3/28, cada). A informag¢do de sexo estava
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disponivel para 29 das 30 amostras de baixo grau e 16/29 eram fémeas e 13/29 eram machos.
A média de idade foi de 8,6 anos com mediana de 9 anos e a moda foi 6 anos de idade.

Nos 33 casos classificados como alto grau, 31 tinham informacgdes de ragas disponiveis
nas fichas de requisicao, as racas mais frequentes foram: sem raca definida (13/31), Labrador
(5/31), Golden Retriever (3/31), Bulldog Francés (3/31), Dachshund (3/31) e Schanauzer
(2/31). A informagao de sexo estava disponivel para 33 das 33 amostras de alto grau e 14/33
eram fémeas e 19/33 eram machos. A média de idade foi de 10,7 anos com mediana 10 anos e
a moda foi 10 anos de idade.

Os critérios para graduacao de cada amostra podem ser consultados no Quadro 10 para
MCCs de baixo grau e no Quadro 11 para MCCs de alto grau.
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Quadro 10. Critérios avaliados para gradua¢do dos MCCs de baixo

rau Kiupel e grau de Patnaik (continua).

ID Patnaik Kiupel eosinéfil | Pleomorfi | Proporcio
0s smo nucleo:citopla
sma
Extensd | Densid | Limit | Granula | Nicleo Edema, Gra | Mitos | Multinucle | Nucle | Cariomeg | Grau
0 ade es ¢cao hemorra | u e¥ acao 0s alia
citop. gia, bizarr
necrose os
35920A | subcutda | modera | distint | finament | redondoa | edema++ | II 5 1 ndo <10% baixo | discreto discreto citoplasma
neo da 0s e oval, difuso amplo
granular | nucléolo
evidente
40449A | derme alta distint | finament | redondo edema ++ | II 0 0 1 nao baixo | moderad | discreto citoplasma
profund 0s e o difuso amplo
a sem granular
margem
35986B | subcuta | alta dintint | finament | redondo edema 11 4 0 ndo ndo baixo | discreto discreto citoplasma
neo 0s e ++, difuso discreto a
granular necrose4 moderado
++
35985B subcutd | alta distint | finament | redondo, | edema-++ | II 0 1 nio <10% baixo | moderad | discreto citoplasma
neo 0s e por vezes o difuso discreto a
granular | endentad moderado
0
38853J subcutd | alta distint | finament | redondoa | edema + I 2 0 ndo ndo baixo | moderad | discreto citoplasma
neo 0s e oval, por o difuso amplo
granular | vezes
endentad
0
39528A | subcutd | modera | distint | granulag | redondo edemat++ | II 0 0 ndo ndo baixo | acentuad | discreto citoplasma
neo da 0s a0 o difuso amplo
grosseira
40080A | derme modera | distint | granulag | redondo edema + 1I 4 2 1 nao baixo | acentuad | discreto citoplasma
profund | da 0s ao o focos amplo
a varidvel
2106/22 | subcutd | alta variav | sem redondo a | ndo 11 0 0 ndo <10% baixo | discreto moderado | variavel,
neo el granulag | ovalado, citoplasma
ao evidencia majoritariamen
evidente | cdo te amplo
nucleolo
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Quadro 10. Continuagao.

908/23 subcuta | baixa variav | sem redondo a | edema++ | II 2 <10% baixo | acentuad | moderado | variavel,
neo el granulag | oval o difuso citoplasma
ao majoritariamen
evidente te amplo
MAS313 | subcutd | alta variav | finament | redondoa | edema++ | II nio <10% baixo | moderad | moderado | citoplasma
/21 neo el e oval o difuso amplo
granular
40780C | derme baixa distint | finament | redondo edema+ I ndo ndo baixo | discreto discreto citoplasma
profund 0s e difuso amplo
a granular
407501 derme alta distint | finament | redondoa | edema+ 1I nao nao baixo | moderad | discreto citoplasma
profund 0s e oval o difuso amplo
a granular
40186A | derme modera | distint | finament | redondoa | edema+ 11 nao <10% baixo | discreto moderado | citoplasma
profund | da 0s e oval difuso amplo
a granular
40207A | derme alta variav | finament | redondoa | edema+ 1I 1 <10% biaxo | moderad | moderado | citoplasma
profund el e oval o difuso amplo
a granular
40211F derme modera | distint | finament | redondo edemat++ | I nao nao baixo | discreto discreto citoplasma
superfici | da 0s e difuso amplo
al granular
40212A | derme alta distint | granulag | redondoa | edemat++ | II nao <10% baixo | acentuad | moderado | citoplasma
profund 0s ao oval o difuso variavel
a grosseira
38407C | derme alta varidv | pouco redondo nao 1I nao nao baixo | discreto moderado | citoplasma
profund el evidente difuso variavel
a
40689A | derme alta distint | finament | redondoa | edema+ I 1 <10% baixo | discreto discreto citoplasma
profund 0s e oval difuso variavel
a granular
40757A | derme modera | distint | finament | redondo edema-+ 1I nao nao baixo | moderad | discreto citoplasma
profund | da 0s e o difuso amplo
a granular
38491A | derme distint | granulag | redondoa | edemat I ndo <10% baixo | acentuad | moderado | citoplasma
profund 0s do grosse | oval o difuso amplo
a abundant
e
40768A | derme alta distint | granulag | redondoa | edema+ 11 nio <10% baixo | acentuad | moderado | citoplasma
profund 0s ao oval o difuso amplo
a grosseira
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Quadro 10. Continuagao.

40206C | derme alta distint | granulag | redondoa | edema+ 1I ndo <10% baixo | moderad | moderado | citoplasma
profund 0s ao oval o difuso amplo
a grosseira
abundant
e
40352A | derme alta distint | granulag | redondoa | edema+ 1I nio <10% baixo | moderad | moderado | citoplasma
profund 0s ao oval o difuso amplo
a grosseira
abundant
e
40426B subcutd | modera | distint | granulag | redondoa | ndo 1I nio <10% baixo | discreto discreto citoplasma
neo da 0s ao oval difuso amplo
grosseira
abundant
e
40366A | subcutd | modera | distint | granulag | redondo a | edema+ 11 ndo ndo baixo | discreto discreto citoplasma
neo da 0s ao oval difuso amplo
grosseira
abundant
e
40562B derme modera | distint | granulag | redondo a | edema+ 1I nio <10% baixo | acentuad | moderado | citoplasma
profund | da 0s ao oval o difuso amplo
a grosseira
abundant
e
38439B derme alta distint | granulag | redondo a | edema+ 1I nio <10% baixo | discreto moderado | citoplasma
profund 0s ao oval hemorrag difuso amplo
a grosseira ia+
mente
evidente
933/23 subcutd | modera | distint | granulag | redondo a | edema++ | II ndo ndo baixo | moderad | discreto citoplasma
neo da 0s ao oval o difuso amplo
grosseira
evidente
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Quadro 11. Critérios avaliados para graduacdo dos MCCs de alto grau Kiupel e grau de Patnaik (continua).

RG Patnaik Kiupel eosino6fil | Pleomorfis | Proporcio
0s mo nucleo:citopla
sma
Extensdo | Densidade Limites | Granulag Niucleo Edema, Gra | Mitos | Multinuclea | Nucle Cariomega | Gra
ao hemorragia, u e* ¢io 0s lia u
necrose bizarr
0s
982/22 subcutane | alta distintos | pouco redondo a edema e 111 12 3+ 3+ presente alto | discreto acentuado variavel com
o evidente recortado, necrose + areas de 1:1
vesicular
1772/22 derme moderada variavel | pouco redondo, edema ++ 1T 2 1 10+ presente alto | moderad | acentuado variavel com
profunda evidente acentuadame o difuso areas de 1:1
nte
pleomorfico,
cromatina
condensada
612/23 subcutane | moderada variavel | variavel redondo, edema ++ 1T 0 6+ 3+ presente alto | acentuad | moderado variavel com
o recortado, o difuso areas de 1:1
vesicular,
nucleolo
evidente
671/23 subcutane | alta variavel | variavel, redondo edema+, I 15 nao nao nao alto acentuad | acentuado variavel com
o granulos hemorragir oem areas de 1:1
finos a at areas
médios, as
vezes
impercepti
vel
MAS subcutdne | alta indistint | impercepti | grande, edema + I 45 4+ 3+ presente alto | discreto | acentuado variavel com
33/22 0 0s vel vesicular, areas de 1:1
nucleolo
evidente
MASR80/2 | subcutdne | baixa/moder | distintos | muito redondo, edema ++ I 0 0 0 presente alto | moderad | discreto variavel com
1 o ada evidente, vesicular o difuso areas de 1:1
média
1644/22 subcutane | alta variavel | variavel redondo, edema + 11 16 2 3 presente alto | discreto moderado elevado 1:1
0 para recortado,
impercepti | vesicular,
vel nucleolo
evidente
1285/22 subcutane | alta variavel | variavel redondo edema + 11 7 6 2 <10% alto | moderad | moderado variavel com
o para o difuso areas de 1:1
impercepti
vel

35



Quadro 11. Continuagao

1438/22A | subcutane | moderada distintos | variavel redondo a edema+ 11 7 4 5 presente alto | discreto moderado variavel com
0 recortado, hemorragi areas de 1:1
nucleolo at
evidente,
vesicular
1083/22 subcutane | moderada distintos | variavel redondo a edema ++ II 2 1 2 presente alto | moderad | moderado variavel com
0 recortado, oem areas de 1:1
nucleolo areas
evidente,
cromatina
vesicular
MAS subcutane | alta distintos | variavel redondo edema+ I 7 nao nao nao alto | moderad | moderado variavel com
53/21 0 oem areas de 1:1
areas
MAS subcutane | moderada distintos | pouco redonodo edema + I 8 nao nao presente alto | acentuad | moderado majoritariamen
171/21 0 evidente necrose ++ o te citoplasma
amplo
MAS358/ | subcutane | alta distintos | variavel redondo, 1T 0 6 10 presente alto | moderad | acentuado variavel com
22 o recortado, o em areas de 1:1
vesicular, areas
nucleolo
evidente
115/21 subcutine | alta distintos | Fina redonodo, edema ++, | II 8 0 0 nao alto discretos | discreto baixo
0 por vezes necrose
vesicular ++,
hemorragi
a+
MAS subcutane | alta distintos | variavel redondo, edema+, 11 7 1 14 presente alto acentuad | acentuado baixo
385/21 0 recortado, colagenoli o difuso
vesicular, se +
nucleolo
evidente
2007/22 subcutane | alta distintos | variavel redondo, edema++ I 6 1 12 presente alto | moderad | acentuado variavel
o recortado, o difuso
vesicular,
nucleolo
evidente
1032/23 subcutane | alta distintos | indistinta redondo, edema+ I 0 16 21 presente alto | moderad | acentuado variavel
0 recortado, o difuso
vesicular,
nucleolo
evidente
1460/22 subcutdne | alta distintos | pouco redondo edema+ I 12 nao nao presente alto | discreto | discreto elevado 1:1
0 evidente
1410/22 subcutane | alta distintos | pouco redondo, edema + I 10 18 14 presente alto | discreto acentuado elevado 1:1
0 evidente recortado
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Quadro 11. Continuagao

1080/22 subcutane | alta distintos | impercepti | redondo, edema+ 11 14 3 6 presente alto | dicreto moderado variavel a 1:1
0 vel recortado,
vesicular,
nucleolo
evidente ,
592/23 subutine moderada variavel | variavel redondo, edema+ 11 0 1 4 presente alto discreto moderado variavel a 1:1
0 recortado,
vesicular,
nucleolo
evidente ,
MAS336/ | subcutane | alta variavel | impercepti | redondo, edema+ 1T 2 6 8 presente alto | discreto moderado variavel a 1:1
22 0 vel recortado,
vesicular,
nucleolo
evidente ,
MAS90/2 | derme alta distintos | variavel redondo, edema+ I 2 14 nao presente alto | discreto moderado amplo
1 profunda recortado, citoplasma
vesicular,
nucleolo
evidente ,
39713A subcutane | alta distintos | finamente redondo, edema++ I 1 0 nao presente alto | moderad | moderado amplo
0 granular cromatina o difuso citoplasma
esparsa,
nucleolos
evidentes,
endentacdo
39473A subcutane | alta variavel | variavel redondo, edema+t 11 2 7 4 presente alto discreto acentuado variavel,
o recortado, citoplasma
vesicular, majoritariamen
nucleolo te amplo
evidente
38497A subcutane | alta distintos | variavel a redondo, edema+ I 18 nao 6 presente alto | discreto acentuado variavel a 1:1
o finamente cromatina difuso
granular esparsa,
nucleolos
evidentes,
endentacdo
MASS2/2 | musculat | alta variavel | variavel redondo, oval | edema+ I 3 nao 8 presente alto | discreto acentuado variavel a 1:1
2 ura difuso
MAS398 | subcutane | alta distintos | variavel redonodo edema+ I 0 3 4 presente alto | moderad | moderado variavel a 1:1
? 0 o difuso
MAS30/2 | subcutane | moderada distintos | impercepti | redondo edema ++ 1T 12 0 4 presente alto | discreto moderado varidvel a 1:1
1 0 vel a difuso
discreta
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Quadro 11. Continuagao

448/22 derme alta variavel | pouco redondo a edema+ I nao presente alto | moderad | moderado variavel a 1:1
profunda evidentea | oval o difuso

discreta
MAS subcutane | alta variavel | pouco redondo edema++ I nao presente alto | discreto moderado a | variavela 1:1
237/21 0 evidentea | pleomorfico difuso acentuado

discreta
MAS derme variavel | pouco redondo a edema++ I nao presente alto | discreto moderado variavel a 1:2
39/21 profunda evidente a oval difuso

discreta
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4.5 Imunomarcaciao dos MCCs

4.5.1 CD123
Das 63 amostras de MCCs, 37 (58,7%) foram imunopositivas para CD123. Ao analisar
a imunopositividade pela graduacdo, dos 30 MCCs de baixo grau, 13 (43,3%) foram positivos,

dos quais 7 amostras apresentaram imunomarcagdo membranosa-citoplasmatica fraca (Figura
14).

I
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Figura 14. Imunomarcac¢io de MCC de baixo grau. A. MCC com fraca marcagdo em células neoplasicas, IHQ
com polimero em reacdo de uma etapa, CD123 policlonal, obj.10. B. Mesma amostra de A, revelandofraca
imunocoloragdo membranosa-citoplasmatica, IHQ com polimero em reacdo de uma etapa, CD123 policlonal,
0bj.40. C. Mesma amostra imunocorada com KIT, evidenciando um padrdo de marcacdo de membrana (KIT I),
ITHQ com polimero em reagao de uma etapa, c-KIT policlonal, obj.40. D. Coloracao de hematoxilina e eosina na
mesma amostra, H.E., 0b;j.40.

A marcacdo membranosa-citoplasmatica consistente (moderada, forte ou muito forte)
esteve presente em 6 amostras de MCCs classificados como baixo grau (Figura 15).
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Figura 15. Imunomarcac¢io de MCC de baixo grau. A. MCC com moderada a forte marcagdo em distribuigdo
de células neoplasicas, IHQ com polimero em reacdo de uma etapa, CD123policlonal, obj.10. B. Mesma amostra
de A. com moderada a forte imunocoloragdo membranosa-citoplasmatica em mastocitos neoplasicos, IHQ com
polimero em reagdo de uma etapa, CD123 policlonal, 0bj.40. C. Mesma amostra imunocorada com KIT,
evidenciando um padrdo de marcacao citoplasmatico focal (KIT IT), IHQ com polimero em reagdo de uma etapa,
¢-KIT policlonal, obj.40. D. Coloragdo de hematoxilina e eosina na mesma amostra, H.E., 0bj.40.

Com relacdo as 33 amostras de MCCs de alto grau, 24/33 (69,7%) amostras foram
imunopositivas, sendo 23 enquadradas como consistentes e apenas 1 enquadrada como fraca
(Figura 16).
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Figura 16. MCCs de alto grau comparac¢ao da intensidade de marcacdo do CD123 em duas amostras.
Figuras A, C e E representam uma mesma amostra. A. Coloracdo H.E, 0bj.40; C. Fraca imunomarcagao
citoplasmatica em mastocitos neoplasicos, IHQ com polimero em reagdo de uma etapa, CD123 policlonal, obj.40.
E. Padrao de imunomarcagdo citoplasmatico difuso (KIT III), IHQ com polimero em reagdo de uma etapa, c-Kit
policlonal, obj.40. Figuras B, D e F representam uma mesma amostra. B. Coloragio H.E, Obj.40. D.
Imunomarcagdo citoplasmatica muito forte em mastocitos neoplasicos, IHQ com polimero em reagdo de uma
etapa, CD123 policlonal, 0bj.40. F. Padrdao de imunomarcagao citoplasmatico difuso (KIT IIT), IHQ com polimero
em reacao de uma etapa, c-Kit policlonal, 0bj.40.

No que se refere ao suporte estatistico para esse padrdo de resultados, as regressdes
logisticas mostraram que a imunodeteccdo do CD123 foi positivamente relacionada com o alto
Grau de Kiupel (X2 (1) = 5,408; p = 0,020; Figura 17). Em relacdo a intensidade de marcacao
(consistente ou fraca), a Tabela 1 apresenta um resumo da classificacdo dos dados, nos quais
verificou-se que o alto Grau de Kiupel teve relagao positiva com a intensidade de marcagao (X?
(1)=18,054; p <0,001; Figura 18).
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Figura 17. Contagem da imunodetec¢io do CD123 em relacdo ao Grau de Kiupel para

MCCs. Uma analise de regressdo logistica binaria verificou que a marca¢do por CD123 foi

positivamente relacionada com o alto Grau de Kiupel (X? (1) =5,408; p = 0,020).

Tabela 1. Distribui¢do da frequéncia de marcacao CD123 e Grau de Kiupel por categorias de
classificagcdo de intensidade (consistente e fraca) e de Grau (baixo e alto) para casos de MCCs.
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Figura 18. Contagem das imunomarcacdes por CD123 e Grau de Kiupel por categorias de classificacdo de
intensidade (consistente e fraca) e de Grau (baixo e alto) para casos de MCCs. Uma analise de regressio
logistica multinomial verificou que a intensidade de marcagdo por CD123 foi positivamente relacionada com o
alto Grau de Kiupel (X? (1) = 18,054; p <0,001).

4.5.2 KIT

Com relagdo ao padrao de marcagdo do KIT nos MCCs de baixo grau, 24/30 amostras
apresentaram padrdo I, 4/30 amostras apresentaram padrdo II e 2/30 amostras apresentaram
padrao III. Com relag¢do ao padrao do KIT em MCCs de alto grau, 23/33 apresentaram padrao
111, 9/33 apresentaram padrdo II e 1/33 apresentou padrdo 1. As tabelas 2 e 3 mostram a relagao
das amostras com a marcacao do KIT e do CD123 em MCCs classificados como baixo e alto
grau, respectivamente.
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Tabela 2. Relagdo de amostras de MCCs graduadas como baixo grau Kiupel com grau de
Patnaik, padrao de marca¢ao do KIT e imunodetec¢ao do CD123.

ID Grau Kiupel Grau Patnaik c-Kit IHQ CD123
35920A Baixo 1I I Ausente
40449A Baixo 1I I Ausente
35986B Baixo 11 I Ausente
35985B Baixo 1I I Ausente
38853J Baixo 11 I Ausente
39528A Baixo 1I I Ausente
40080A Baixo 1I II Consistente
2106/22 Baixo 1I I Ausente
908/23 Baixo 11 I Ausente
MAS313/21 Baixo 1I 1T Ausente
40780C Baixo I I Ausente
407501 Baixo 1I 1T Ausente
40186A Baixo 1I | Fraco
40207A Baixo 1I 1T Consistente
40211F Baixo I I Consistente
40212A Baixo 1I I Consistente
38407C Baixo 11 I Ausente
40689A Baixo 1I I Fraco
40757A Baixo II 1 Fraco
38491A Baixo 1I I Ausente
40768 A Baixo II 1 Fraco
40206C Baixo 1I I Ausente
40352A Baixo II 1 Fraco
40426B Baixo 1I I Fraco
40366A Baixo II 1 Fraco
40562B Baixo 1I I Consistente
38439B Baixo 11 I Consistente
933/23 Baixo 1I I Ausente
40914A Baixo II 1 Ausente
41324E Baixo 1I I Ausente
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Tabela 3. Relagdo de amostras de MCCs graduadas como alto grau Kiupel com grau de
Patnaik, padrao de marca¢ao do KIT e imunodetec¢ao do CD123.

ID Grau Kiupel Grau Patnaik c-KIT CD123
982/22 Alto I I Consistente
1772/22 Alto I I Consistente
612/23 Alto II I Consistente
671/23 Alto I 11 Consistente
MAS 33/22 Alto I I Consistente
1644/22 Alto 11 I Fraco
1285/22 Alto I I Consistente
1438/22A Alto I I Consistente
1083/22 Alto II 11 Consistente
MAS 53/21 Alto 1T I Consistente
MAS 171/21 Alto II II Consistente
MAS358/22 Alto 1T I Ausente
MAS115/21 Alto II II Ausente
MAS 385/21 Alto I I Consistente
2007/22 Alto II II Consistente
1032/23 Alto 1T 1T Consistente
1460/22 Alto II 11 Ausente
1410/22 Alto I I Consistente
1080/22 Alto I I Consistente
592/23 Alto I 11 Ausente
MAS336/22 Alto II 111 Ausente
38303A Alto 1T I Ausente
MAS90/21 Alto II I Ausente
39713A Alto 1T I Consistente
39473A Alto I I Consistente
38497A Alto 1T I Consistente
MASS82/22 Alto 11 I Consistente
MAS398? Alto I 11 Ausente
MAS30/21 Alto 11 I Consistente
2007/22* Alto II II Consistente
448/22 Alto 11 I11 Consistente
MAS 237/21 Alto II I Ausente
MAS 39/21 Alto 11 I11 Consistente

4.6 Diferencas de Resultados Obtidos nos Padroes do KIT por Métodos de Detecgao
Baseados em Polimero de Uma e Duas Etapas

Nas 6 amostras com padrao KIT I e nas 4 amostras com padrdo KIT II previamente
caracterizadas com sistema de detec¢do de polimero baseado em uma etapa, o resultado do
padrao de marcagdo foi fortemente comprometido ao utilizar o método de deteccao de duas
etapas, o que favoreceu uma interpretacdo para o grau III dessas amostras. Nas amostras
previamente caracterizadas como grau III o sistema de detec¢do baseado em duas etapas apenas
acentuou a intensidade de marcacdo citoplasmatica difusa, os dados dessas amostras estdo
discriminados no Quadro 12 e os resultados podem ser visualizados na Figura 19.
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Quadro 12. Influéncia de métodos de deteccio IHQ no padrdo de visualizagdo de
imunomarcacao do KIT.

ID KIT 1 | KIT 2 | KIT 2 etapas Grau
etapa etapas

933/23 I I Marcagdo de membrana com ruido citoplasmatico consideravel baixo

40757A I 1 Marcagdo de membrana com ruido citoplasmatico consideravel baixo

40186A I I Marcagdo de membrana com ruido citoplasmatico consideravel baixo

2106/22 I 1 Marcagdo de membrana com ruido citoplasmatico consideravel baixo

40211F I 111 Marcagdo de membrana com ruido citoplasmatico consideravel baixo

90/21 I 1 Marcagdo de membrana com ruido citoplasmatico consideravel alto

1772/22 1I 111 Menor definico, marcagdo citoplasmatica consideravel com reforco da | alto
citoplasmatica focal

2007/22 1I 11 Menor defini¢do, marcagdo citoplasmatica considerdvel com refor¢o da | alto
citoplasmatica focal

40080A 11 1 Menor defini¢do, marcagdo citoplasmatica consideravel com reforgo da | baixo
citoplasmatica focal

40207A 1I 11 Menor defini¢do, marcagdo citoplasmatica consideravel com refor¢o da | baixo
citoplasmatica focal

1438/22A | 1L 111 Marcagao citoplasmatica difusa, demasiadamente forte alto

982/22 111 111 Marcag@o citoplasmatica difusa, demasiadamente forte alto

448/22 111 111 Marcagao citoplasmatica difusa, demasiadamente forte alto

33/22 1 1 Marcacao citoplasmatica difusa, demasiadamente forte alto

c
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Figura 19. Padrao de imunodeteccio do c- Kit baseado em sistemas de polimero de uma e duas etapas. A.
MCC baixo grau,coloracdo H.E, 0bj.40 B. Mesma amostra com forte marcacdo membranosa, padrao Kit I, THQ
com polimero em reacdo de uma etapa,c-Kit policlonal, 0bj.40. C. Mesma amostra com intensa marcago
membranosa e citoplasmatica difusa que pode ser interpretada como padrdo KIT I1I, IHQ com polimero em reagao
de duas etapas, c-Kit policlonal, 0bj.40. D. MCC alto grau, coloragdo H.E, 0bj.40 E. Mesma amostra com
marcagdo citoplasmatica focal, padrao Kit II, IHQ com polimero em reagdo de uma etapa, c-Kit policlonal,
0bj.40.F. Mesma amostra com intensa marcacdo citoplasmatica difusa, com foco de marca¢do mais intensa, que
pode ser interpretada como padrao KIT III, IHQ com polimero em reagdo de duas etapas, c-Kit policlonal, obj.40.
G. MCC alto grau, coloracdo H.E, obj.40 H. Mesma amostra com forte marcacdo citoplasmatica difusa, padrdo
Kit III, THQ com polimero em reacdo de uma etapa, c-Kit policlonal, obj.40. I. Mesma amostra com marcagao
citoplasmatica difusa mais intensa, padrao KIT III, IHQ com polimero em reag@o de duas etapas, c-Kit policlonal,
0bj.40.

5. DISCUSSAO

A mediana da idade para os casos diagnosticados como MCCs de baixo e alto grau foram
de 9 e 10 anos, respectivamente, ¢ ao desconsiderar animais sem raga definida, as ragas mais
frequententemente acometidas foram Labrador, Golden Retriever e Pitbull para amostras
graduadas como baixo grau e Labrador, Golden Retriever, Bulldog Francés, Dachshund e
Schanauzer para amostras graduadas como alto grau, esses dados estdo de acordo com a
literatura na qual a maioria dos animais que apresentam MCCs estdo na faixa etaria dos 7-10
anos ou 11-16 anos, com MCCs de alto grau ocorrendo em animais de maior faixa etaria. As
racas mais frequentemente afetadas nesse estudo também foram as citadas na literatura
(Warland; Dobson, 2013; Smiech et al., 2018), exceto a raga Pitbull, porém os artigos de
referéncia tém seus dados amostrais na Polonia e Reino Unido, nesses paises essa ragca pode
nao ser tdo popular como no Brasil. Essa raca também foi citada entre as mais frequentemente
acometidas por MCCs na literatura nacional (De Nardi et al., 2022), o que refor¢a a importancia
de estudos epidemioldgicos nacionais.

Das 33 amostras graduadas como alto grau Kiupel, 25 foram graduadas como grau Il e
8 como grau III Patnaik e, das 30 amostras graduadas como baixo grau Kiupel, foram graduadas
28 como grau II de Patnaik e apenas 2 foram graduadas como grau I (Patnaik et al., 1984;
Kiupel et al., 2011). Esses dados estdo de acordo com a literatura, e reforcam que o grau II de
Patnaick representa a grande maioria dos casos, o que estd relacionado a problemas com
relevancia progndstica deste sistema de graduagdao em trés niveis (Kiupel et al., 2004) que
justificou o surgimento do SK de graduacdo em apenas 2 niveis para diminuir o efeito dubio do
grau II Patnaik, além disso, o SK fornece critérios de graduacao histoldgica objetivos (Kiupel
et al., 2011), o que justificou a escolha desse sistema de graduacdo para as correlagdes que
envolveram graduagdo no presente estudo.

Das nossas 63 amostras, 25 (39,7%) apresentaram padrdo KIT I de imunomarcacgao;
destas, 24/30 eram de baixo grau e 1/33 de alto grau; igualmente, 25/63 (39,7%) amostras
tiveram padrdo de marcagdo KIT III, destas, 23/33 eram de alto grau e 2/30 de baixo grau e,
uma menor parte dos MCC, 13/63 (20,6%) apresentaram padrao de imunomarcacao com padrao
KIT II, destes, 4/30 eram de baixo grau e 9/33 eram de alto grau. Nossos resultados divergem
parcialmente dos verificados por Kiupel e colaboradores (2004) em um estudo com 98 casos de
MCCs, no qual o padrao KIT II foi o mais comum 43/98 (43,9%) seguido praticamente na
mesma propor¢ao pelo padrao KIT 142/98 (42,8%) e o padrao III, o menos frequente com 13/98
(13,3%) das amostras. Além da populagdo amostral do estudo referenciado ser maior,
possivelmente a populagdo de MCCs era mais heterogénea em relagao a graduagao, tendo em
vista que nossos casos foram selecionados de modo a representar a graduagdo porposta por
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Kiupel e colaboradores (2011) e o estudo referenciado foi anterior a existéncia desse sistema
de graduagao.

Um outro trabalho que utilizou a mesma metodologia do estudo anterior para detec¢io
do KIT, ou seja, o método LSAB, a partir de uma amostragem de 31 casos de MCCs, obteve
uma maior propor¢do de casos padrio KIT III 17/31 (54,8%) (Preziosi et al., 2004). E
importante frisar, que apesar dos nossos resultados apresentarem uma proporcao de padrao de
imunomarcac¢do do KIT mais bem correlacionada ao esperado para MCCs de baixo e alto grau,
nos utilizamos um sistema de detec¢ao IHQ baseado em polimero de uma etapa, o que difere
do método de detecgdo LSAB utilizado para as anélises que validaram o padrdo KIT como fator
prognoéstico complementar ao grau histolégico para MCCs (Kiupel et al., 2004; Webster ef al.,
2006, 2007). Nesse sentido também ¢ importante ressaltar que sete amostras que foram
classificadas como padrao KIT III apresentaram uma padrdo dubio de marcagdo, tinham
coloragdo citoplasmatica focal forte sobreposta a uma marcagao citoplasmatica difusa; se esses
casos fossem reclassificados para o padrao KIT II, este ainda ndo seria o padrao mais frequente
em nossas amostras, seria o segundo mais frequente, com 20/63 (31,7%) e o padrao III seria o
menos frequente com 18/63 (28,6%), com resultados mais proximos aos obtidos no estudo de
referéncia (Kiupel et al., 2004).

Considerando que a época em que o KIT foi associado ao prognostico de MCCs, o
método de deteccao THQ foi o LSAB, que a graduagao de Kiupel ainda nao estava disponivel e
que nossos casos foram selecionados com base na graduacdo de Kiupel e detectados com
sistema de polimero, isso cria uma série de varidveis que podem influenciar nos resultados e
impossibilitar a comparagao entre estudos.

Um estudo com 49 amostras de MCCs de alto grau detectou o padrao KIT III na maioria
das amostras 29/49 (59%) (Ribeiro et al., 2022), resultado proximo ao nosso para MCCs
classificados como alto grau em que 23/33 (69,7%) amostras apresentaram o padrao KIT III.

De modo geral, a literatura revela que em relagdo a imunodetec¢do do KIT os estudos
utilizaram anticorpos diferentes, em concentragdes diferentes e protocolos diferentes, o que
torna dificil fazer comparagdes e que, considerando a importancia e a frequéncia com que esse
marcador ¢ utilizado como fator prognostico, ¢ fortemente recomendada a padronizagdo da
técnica, de preferéncia, seguindo os critérios propostos por Kiupel e colaboradores (2004) (De
Nardi et al., 2022). Seria importante e necessario um estudo que verifique se hd eventuais
diferencas entre as técnicas de deteccao IHQ LSAB e a baseada em polimero de uma etapa,
visto que a técnica baseada em polimero ¢ cada vez mais utilizada para pesquisa e diagnodstico
atualmente. Por outro lado, a padronizac¢do universal da diluicdo de um anticorpo policlonal é
pouco viavel, uma vez que este tipo de anticorpo sofre variacdes inerentes a biologia do animal
que o produz, interferindo na concentragdo, afinidade por epitopos distintos da proteina alvo e,
por isso, deve ter sua padronizagdo de diluicdo realizada a cada novo lote adquirido pelo
laboratorio (Lipman et al., 2005; Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008).

5.1 Padronizac¢ao e Imunodeteccio do CD123 em Tecidos Caninos

Na literatura Médico Veterinaria, muito pouco ou nada hd de consistente sobre a
expressao e imunodeteccao do CD123 em tecidos de animais domésticos. Esse fato se sustenta
em mengoes na literatura, que apontam a necessidade de padronizagdo de técnicas baseadas em
imunodiagnostico para deteccdo do CD123 em caes, onde a falta de um anticorpo anti-CD123
com rea¢do documentada e comprovada na espécie, ¢ apontada como um dos fatores limitantes
para o diagndstico mais acurado de subtipos de leucemias em caes (Stokol et al., 2017) e
também como um fator limitante a caracterizacdo de subpopulagdes de células do sistema
imunologico nessa espécie (Parys et al., 2023).

O desenho do nosso protocolo de investigacdo com anticorpos anti-CD123 em tecidos
controles caninos, comparados com controles correlatos humanos, envolveu etapas com
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resultados que demonstraram maior seguranga na imunomarcagdo nesses controles, o que
outros estudos negligenciaram ao investigar o CD123 em amostras caninas, tendo em vista que
tal reagdo antigeno-anticorpo ainda ndo foi validada em nenhum grau nessa espécie (Rebuzzi
et al., 2007; Rosolem et al., 2015; Filley et al., 2018). Independentemente dos resultados que
esses estudos tiveram, sem uma caracteriza¢ao de controles adequados para espécie canina, os
dados obtidos podem nao estar corretos ou serem irrelevantes, uma vez que, tanto a pretensa
detec¢do ou ndo do antigeno, sdo resultados nao suportados por um conhecimento comparativo
em como esse antigeno se apresenta em populagdes celulares definidas na espécie.

Nesse sentido, ao utilizarmos dois sistemas de deteccdo IHQ distintos baseados em
polimeros de duas etapas, ambos apresentaram reagdo falso positiva nos linfonodos caninos,
com forte coloracdo citoplasmatica especificamente em grande nimero de plasmocitos, além
do plasma sanguineo e intersticio. Isso sugere a hipostese de que o reagente utilizado como
amplificador de deteccao Mouse Link — Agilent® pode se ligar a anticorpos de cdes. Quanto ao
sistema de deteccdo Novolink — Leica® ndo temos uma hipotese para a reacdo inespecifca,
tendo em vista que, segundo a bula do produto, a primeira etapa do método pos anticorpo
primario ¢ baseada no uso de um anticorpo de coelho anti-camundongo somado e, a segunda
etapa no uso de polimero conjugado com anticorpos anti-coelho e enzimas peroxidase (Leica
Biosystems, 2015). Fato ¢, que ambos os kits de detec¢ao baseados em 2 etapas produziram um
resultado falso positivo com caracteristicas de marcagao inespecifica similares em plasmocitos,
intersticio e plasma, sugerindo ligacdo inespecifica a antigenos caninos, presumidamente a
imunoglobulinas.

Nossos resultados na avaliagao da imunodetec¢do do CD123 em linofonodos caninos
comparados com a marcacgao em controles linfoides humanos, demonstraram que o anticorpo
anti-CD123 (6H6) nado apresenta reatividade em tecidos caninos com o método de detecgdo
baseado em polimero de uma etapa, entretanto, esse método de detec¢do também nao foi capaz
de detectar eficientemente o referido antigeno nos controles humanos, mesmo em baixa
dilui¢do. Desse modo, inferimos que o CD123 ¢ um antigeno de baixa expressdo, ou que o
epitopo alvo desse clone de anticorpo pode ser muito comprometido pelo processamento
histologico que leva a possivel desconfiguragdo do epitopo alvo em grande quantidade e, por
1sso depende de métodos amplificadores fornecidos pelos polimeros de duas etapas, que nao
puderam ser utilizados em caes devido a reagdo inespecifica nos controles. Por isso, ¢
aconselhavel que esse anticorpo monoclonal seja testado com outros kits de detec¢dao baseado
em polimeros ou micropolimeros que ndo apresentem reagdes inespecificas em amostras
linfoides caninas, ou ainda com o método de deteccdo LSAB para confirmar se ¢ um clone
compativel ou ndo com o referido epitopo do CD123 em caes.

Um estudo que utilizou o mesmo clone de anticorpo (6H6) em amostras de sangue e
gliomas caninos, relatou €xito na pretensa marcagdo de células dendriticas pasmocitoides por
citometria de fluxo, entretanto, a propria bula do anticorpo referenciado no teste, informa que
o antigeno alvo pode ser expresso por precursores mieloides, macrofagos, células dendriticas,
mastdcitos, basofilos, megacaridcitos e células dendriticas plasmocitoides humanas (Filley et
al., 2018). Esse estudo com citometria de fluxo, sem uma andlise histologica da
imunomarca¢do com CDI123, ndo necessariamente detectou as células alvo; em nossas
amostras, com emprego de anticorpo CD123 policlonal, diversas células foram imunomarcadas,
inclusive populagdes de eosinoéfilos.

E compreensivel que o anticorpo monoclonal anti-CD123 (6H6) realmente néo tenha
reatividade com controles caninos (tonsilas palatinas e linfonodos) mesmo com o uso de outros
métodos de deteccdo, uma vez que anticorpos monoclonais tem como alvo uma pequena
sequéncia especifica de aminoacidos (epitopo) da proteina alvo (Ramos-Vara, 2005). No que
se refere ao CD123, o epitopo alvo do clone 6H6 para a proteina humana, pode estar fora da
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identidade da proteina canina, tendo em vista que a homologia do gene que codifica o0 CD123
humano e canino ¢ de 63% (Simpson, 2018).

A homologia do gene que codifica o CD123 canino estd dentro do parametro minimo
para selecao e investigacao de anticorpos para estudos translacionais que consideram um ponto
de corte >60% de homologia com genes de camundongo correspondentes ao de humanos
(Natalie; Simpson, 2018; Human Protein Atlas). No presente estudo, ao utilizar um anticorpo
policlonal anti-CD123, detectamos imunocoloracdo de diferentes intensidades quase que
ubiqua em uma variedade Orgdos normais e, em uma pequena variedade de neoplasias
hematolinfoides caninas investigadas. Nao encontramos na literatura trabalhos correlatos que
demonstram essa ampla gama de tecidos humanos imunomarcados com CD123. Na literatura
humana, o CD123 ¢ relatado em progenitores linfoides B e mieloides, progenitores
hematopoiéticos primitivos em geral, basofilos, eosindfilos, monoécitos, algumas células
endoteliais, osteoblastos e superexpresso por células dendriticas plasmocitoides (Testa et al.,
1996; Olweus et al., 1997; Huang et al., 1999; Natalie; Simpson, 2018).

Por outro lado, o “The Human Protein Atlas” um programa sueco iniciado em 2003 com
o objetivo de mapear o proteoma humano em células, tecidos e 6rgaos usando uma integragao
de varias tecnologias, detectou o CD123 através de imuno-histoquimica ¢ RNAm em todos os
44 tecidos testados, caracterizando essa proteina como de baixa especificidade devido a
expressdo citoplasmatica onipresente e a confiabilidade dos dados de IQH como incerta,
necessitando de outros processos de validacdo (Human Protein Atlas). Nossos resultados
demonstraram a imunocoloracdo de diversos tecidos caninos com o uso do anticorpo anti-
CD123 policlonal, porém com padrdo de marcagdo restrito a populacdes celulares, de modo
compativel ao relatado no proteinatlas.org para humanos.

A semelhanca de nossos resultados, o Human Protein Atlas registra a imunodetec¢do do
CD123 a partir de dois anticorpos policlonais em encéfalo (mas ndo em hipocampo), mucosa
do intestino delgado e plexo nervoso mioentérico, células glandulares do estdmago, ductos
biliares, células do bronquio (mas ndo as alveolares), células da zona glomerulosa da glandula
adrenal, tubulos renais e células glomerulares, glandulas sudoriparas, ilhotas pancreaticas,
vénulas do endotélio alto e fraca a moderada coloragdo do centro germinativo de linfonodos,
esses resultado estdo atrelados a verificagdo e deteccdo de RNAm para CD123 e sdo muito
semelhantes ao que obtivemos nas amostras de tecidos caninos, exceto pela ndo detecgao do
antigeno em vénulas do endotélio alto de cdes.

Curiosamente, o tagraxofusp-erzs, um agente aprovado para o tratamento de neoplasia
de células dendriticas plasmocitoides blasticas em adultos e em pacientes pediatricos com 2
anos ou mais, que foi projetado para ter efeito sobre células que expressam o CD123, possui
efeitos adversos como desordens vasculares, gastrointestinais, sinais de hipersensibilidade
respiratdria, cutanea, oral e ocular, hepatotoxicidade, elevagdo dos niveis de glicose, queda nos
niveis de sodio e calcio séricos. Além disso, na fase de estudos pré-clinicos demonstrou-se
neurotoxidade e nefrotoxicidade com necrose e degeneragao do plexo coroide e tubular cortical
grave em macacos cynomolgus que receberam a dose 1.6 vezes maior que a estabelecida para
uso humano (Stemline®, 2018). Esses efeitos locais ou sistémicos, além de indiretos, ou seja,
nao relacionados a a¢ao da droga em receptores de IL3, presumivelmente com base em nossos
achados e no relatado no banco de dados do proteoma humano, poderiam estar associados a
expressao de fato ubiqua do CD123. Fato que ndo desqualifica de forma alguma os resultados
clinicos obtidos com o referido medicamento, que tem como alvo células malignas que
superexpressam o receptor de IL3, mas que corrobora com nossos resultados e o reportado no
banco de dados do atlas do proteoma humano (Human Protein Atlas), que divergem
parcialmente do que esta validado para o CD123 na literatura que menciona uma expressao
mais restrita a certas linhagens celulares hematolinfoides (Moretti ef al., 2001; AL Hussaini et
al.,2013).
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Das populagdes celulares imunomarcadas em oOrgdos caninos em nosso estudo,
observamos que os plexos nervosos mioentérico € submucoso marcam intensamente com o
CD123, porém neur6onios do cortex cerebelar, hipocampo e cortex cerebral ndo demonstraram
marcacdo. Caso essa imunomarcagdo seja especifica para subunidade alvo que compde o
receptor de interleucina 3, isso pode ser investigado como mais um dos possiveis fatores
envolvidos na regulagdo do sistema imune pelo sistema nervoso, especialmente o sistema
nervoso gastrointestinal que parece ter uma complexa rede de interagdo com o sistema imune
(Populin et al., 2021).

Como demonstrado, houve marcag¢des com intensidade diferente entre grupos celulares
no mesmo 6rgao, por exemplo, no cortex adrenal, a zona glomerulosa teve uma imunomarcagao
membranosa citoplasmatica muito forte e as zona fascicular e reticular marcaram fracamente
ou tiveram células ndo imunocoradas, assim como ocorreu no linfonodo com forte marcagao
membranosa/citoplasmatica de grupos de células interfoliculares, em zona paracortical e raras
células em corddes medulares e, uma marca¢do fraca em outros grupos celulares e
centrofolicular, num padrao semelhante ao controle humano. Inferimos que as células com
imunomarcag¢do forte de fato expressam o CD123 e que a fraca marcagdo citoplasmatica pode
ser um falso positivo, devido ao fato que anticorpos policlonais sdo heterogéneos e reconhecem
uma série de epitopos antigénicos da proteina alvo, isso implica na maior probabilidade de
alguns anticorpos reagirem com epitopos similares de ouras proteinas, levando a reacdo de
fundo ou falso positivos (Ramos-Vara, 2005).

Com relagdo ao pequeno grupo de neoplasias que testamos em cores de TMA
aproveitados de um estudo anterior, nossos resultados indicam que o CD123 policlonal parece
marcar uma variedade de neoplasias de origem hematolinfoide, com marcagao fraca a moderada
na maioria dos plasmocitomas e histiocitomas caninos e supermarcacdo de MCCs de alto grau
(1/2) e de sarcomas histiociticos (2/2), o que vai de encontro com a literatura que relata
superexpressao do CD123 em malignidades linfoematopoiéticas (Testa et al., 2014; 2019;
Pelosi et al., 2023) inclusive parte dos casos de mastocitose humana (Pardanani et al., 2016;
Matsumoto et al., 2022), com potencial valor prognostico e terapéutico (Pelosi ef al., 2023).
Desse modo, outros estudos devem ser realizados com amostragens maiores para deteccao do
CD123 em neoplasias caninas, sobretudo, as malignas no intuito de verificar seu potencial uso
como biomarcador 1til ao progndstico e até mesmo alvo terapéutico.

Infelizmente, sdo escassos os anticorpos especificamente desenvolvidos para animais de
companhia, e por isso, € extremamente recorrente o uso de anticorpos anti-proteinas humanas
na Medicina Veterinaria. Desse modo, ¢ natural e 16gico que estudos iniciais em animais sejam
realizados com anticorpos policlonais desenvolvidos para humanos (Ramos-Vara et al., 2008).

Por fim, cabe ressaltar que esse estudo padroniza um protocolo para utilizagdo de um
anticorpo anti-CD123 policlonal em tecidos caninos apds uma série de testes em controles
linfoides humanos e de cdes com a observagdo do padrdao de distribuicdo de populagdes
celulares compativeis entre as espécies e apontando efeitos de falsos positivos associados a
métodos de deteccao em tecidos linfoides. Novos estudos sdo necessarios para fortalecer que a
imunomarca¢do do CD123 ocorreu de maneira especifica, o que pode ser feito através da
tentativa de imunomarcacao com dois anticorpos monoclonais distintos demonstrando o mesmo
padrdo de marcacao, RT-PCR para detec¢do de RNAm codificante pra CD123 como um método
independente de anticorpo em amostras imunocoradas, Western Blot para verificar a
compatibilidade do peso molecular de proteinas imunocoradas com o CD123 em amostras
caninas e controles de absorcao de antigeno. Quanto mais etapas de validacdo forem feitas,
maior o grau de confian¢a da imunocoloracdo, pois cada uma dessas técnicas possui ressalvas
para correlagdo com o resultado de IHQ. A caréncia de etapas de validacao de anticorpos para
diagnostico também ¢ um problema enfrentado até mesmo na Medicina Humana (Caswell et
al., 2018; Webster et al., 2021).
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5.2 Imunodeteccio do CD123 em MCCs de Baixo e Alto Grau

Neste estudo, descreve-se a imunomarcacao com anticorpo policlonal anti-CD123 em
37/63 (58,7%) MCCs. Até onde sabemos, este € o primeiro relato de imunomarcagao do CD123
em MCCs. Esse resultado ¢ similar ao verificado para casos de mastocitoses humanas, em que
37/58 amostras (64%) foram imunopositivas para CD123 (Pardanani et al., 2016), e de
sarcomas de mastocitos, um subtipo de mastocitose muito raro em humanos, com
imunomarcag¢do de 50% dos casos com CD123 (Matsumoto ef al., 2022).

Nossa andalise demonstrou que a imunodetec¢do do CD123 est4 associada ao alto grau
Kiupel, e que o Grau Kiupel influencia na intensidade de marcag@o; amostras de alto grau foram
significativamente relacionadas a imunomacarcdo consistente das células neoplasicas
(intensidade de marcacdo moderada, forte ou muito forte). Nesse sentido € importante levar em
considera¢do que o CD123 além de ser expresso em um variedade de células normais como
progenitores mieloides e linfoides (Mufioz ef al., 2001), células dendriticas plasmocitoides e
mieloides (Willmann; Dunne, 2000), basofilos (Han et al., 2008), mondcitos (Elliott et al.,
1989), eosinodfilos (Sun et al., 1996), algumas células endoteliais (Korpelainen et al., 1995) e
osteoblastos (Barhanpurkar et al., 2012), ele é superexpresso em algumas malignidades
linfohematopoiéticas humanas, inclusive parte das mastocitoses (Testa et al., 2014; Testa et al.,
2019; Pelosi et al., 2023).

Por outro lado, apesar de termos feito estudos com controles caninos ¢ humanos com
resultados observacionais que indicou compatibilidade do padrao de imunomarcagao entre as
espécies a partir de anticorpos mono e policlonais (item 5.1), temos que levar em considera¢ao
que o resultado obtido nesse estudo com o anticorpo policlonal tem maiores chances de ter
imunomarcagdes inespecificas, devido a inerente presenca de anticorpos com afinidades
distintas que reconhecem multiplos epitopos independentes e, portanto t€ém maiores chances de
se ligarem a epitopos correlatos fora da proteina alvo (Lipman et al., 2005), desse modo
inferimos que as marcagdes consistentes sdo mais provaveis de serem verdadeiras e as
marcagoes classificadas como fracas tem maiores chances de serem falso positivos, o que
associaria ainda mais a imunomarcagdao com CD123 ao grau histologico mais elevado.

Apesar dos nossos resultados apontarem um possivel fator progndstico auxiliar a ser
explorado para MCCs, com potencial para minimizar lacunas progndsticas associadas a um
subconjunto dessas neoplasias que ndo se comporta como previsto, tendo em vista que nenhuma
graduacao histologica ou biomarcador atual pode prever com precisdo o comportamento de
todos os MCCs (Vascellari ef al., 2013; Sabattini et al., 2015), esses resultados precisam ser
validados em estudos com parametros de acompanhamento clinico ligados a sobrevida e/ou
recidiva para serem melhor interpretados quanto ao valor prognoéstico, tendo em vista que a
imunomarcagao consistente ocorreu em 6/30 (20%) MCCs de baixo grau e em 23/33 (69,7%)
dos MCCs de alto grau.

Um estudo indicou que a IL3 exerce papel modulador em mastocitos murinos, na
diferenciagdo e na sobrevivéncia dessas células, que sdo essencialmente controladas por duas
citocinas: o fator de células tronco/mastocitos ligante do KIT e a IL3 (Eklund et al., 1994). Por
outro lado, outro estudo apontou que a falta do KIT resulta em deficiéncia de mastdcitos
murinos in vivo e que a IL3 ndo ¢é necessaria para a homeostase dos mastocitos, entretanto,
camundongos deficientes em IL3 ndo conseguem proliferar mastdcitos apds estimulos
patogénicos (Lantz et al., 1998). Nesse sentido, também seria importante investigar se 0s casos
positivos para CD123 estdo correlacionados a maiores indices do Ki67, um biomarcador
indicador de células em ciclo celular, visto que a IL3 pode ter um papel no estimulo a
proliferagcdo e sobrevivéncia celular (Webster et al., 2007).

O resultado negativo do CDI123 monoclonal (6H6) nas 5 amostras fortemente
imunomarcadas com o antiorpo anti-CD123 policlonal ndo invalida o referido clone como
compativel com o epitopo alvo em caes, tendo em vista que nos controles humanos ele s6
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mostrou imunomarcagdo com o método de deteccdo IHQ baseado em duas etapas, que nao
utilizamos em nossas amostras, devido aos resultados falsos positivos associados a esse método
de detec¢do nos controles linfoides caninos. Ha relato na literatura veterinaria da detecgdo deste
antigeno com o mesmo clone de anticorpo em amostras de sangue periférico canino através da
citometria de fluxo (Filley et al, 2018), um método sensivel, que tem a vantagem de nao
comprometer o antigeno com processos agressivos de fixacdo e processamento histologico
como ocorre na imuno-histoquimica. Anticorpos monoclonais t€ém como alvo um tnico epitopo
e esses métodos mais agressivos podem mudar a conformacdo proteica comprometendo o
epitopo alvo (Lipman et al., 2005; Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008; Ramos-Vara;
Miller, 2014). Por outro lado, o impacto da mudanga conformacional da proteina alvo ¢ menos
relevante quando se utilizam anticorpos policlonais, porque eles reconhecem multiplos
epitopos, ¢ as alteragdes conformacionais associadas a fase pré-analitica podem nao influenciar
todos os epitopos no mesmo grau, garantindo a imunomarcagdo (Lipman et al., 2005). Nao
obstante, outros dois anticorpos monoclonais anti-CD123 (7G3 e 9F5) ndo demonstraram
reacdo numa amostragem de 18 mastocitomas caninos com o emprego de citometria de fluxo
(Rebuzzi et al., 2007).

No contexto dos nossos resultados, apesar de recomendar cautela na imonomarcagao
que deve ser validada com outros estudos e métodos, acreditamos que o CD123 pode ser um
potencial marcador progndstico para MCCs, além de potencial alvo terapéutico. Na medicina
humana o CD123 vem sendo extensivamente estudado no desenvolvimento de diversos tipos
de tratamento para neoplasias hematolinfoides que superexpressem esse antigeno (Patnaik et
al.,2021; Lamble et al., 2022; Pelosi et al., 2023). Um medicamento ja aprovado pelo FDA nos
EUA, o Tagraxofusp (Elzonris®), pode ser utilizado para o tratamento de neoplasia de células
dendriticas plasmocitoides blésticas em adultos e pacientes pediatricos a partir de 2 anos de
idade que expressem o CD123. O tagraxofusp ¢ uma proteina de fusdo recombinante que
consiste em IL3 fundida com uma carga de toxina diftérica truncada/incompleta (Luskin, Lane,
2023). Todavia, como o grau de homologia entre os genes que codificam o CD123 humano e
canino ¢ de 63% e a IL3 humana ndo demonstrou atividade em ratos que possuem uma
homologia de 65%. Infere-se que esse agente ndo pode ser usado na espécie canina (Natalie;
Simpson, 2018), por isso faz-se necessario o desenvolvimento de experimentos voltados
especificamente para cdes no que tange os anticorpos anti-CD123 e IL3, uma vez que homem
e animal podem beneficiar-se de descobertas correlatas voltadas ao tratamento direcionado a
esse antigeno expresso em determinados canceres.

5.3 Diferencas de Resultados Obtidos nos Padrées do KIT por Métodos de Detecciao
Baseados em Polimero de Uma e Duas Etapas

Assim como citado por Walker, 2006, acreditamos que a padronizagdo de protocolos de
imuno-histoquimica emerge como um imperativo incontornavel na vanguarda da pesquisa e do
diagnostico, imbuida da esséncia da precisdo e reprodutibilidade ¢ a espinha dorsal sobre a qual
repousam os avancos fundamentais em campos diversos da medicina, sobretudo diagndstica e
progndstica e, mais recentemente para triagem de alvos terapéuticos.

Nesse sentido, demonstramos que a mudanca no método de detecgao IHQ baseado em
polimero em uma etapa, para polimero baseado em duas etapas pds anticorpo primario,
comprometeu muito o resultado do padrdo de marcacdo do KIT ao transformar os 6 casos
testados imunomarcados como padrdo KIT I e os 4 casos imunomarcados como padrao KIT II
para um padrao KIT III. Isso ocorreu mesmo com o aumento da dilui¢do do anticorpo primario
para o método de deteccdo em duas etapas. Esse fato € preocupante, tendo em vista que o KIT
¢ um dos principais marcadores prognoésticos auxiliares para MCCs e esta € a neoplasia de pele
maligna de maior incidéncia em cades (De Nardi ef al., 2022).
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O anticorpo anti-c-Kit utilizado nos trabalhos de validagdo progndstica para MCCs foi
o policlonal de coelho, 0 mesmo recomendado na literatura veterinaria atual (De Nardi ef al.,
2022; Ribeiro et al., 2022). Entretanto, o método de detecg¢do utilizado nos trabalhos que
validaram o padrao de imunomarcagcdo com esse anticorpo € que, portanto, validou seu
significado prognostico foi o LSAB (Kiupel et al., 2004; Preziosi et al., 2004; Webster et al.,
2007).

Nesse sentido, ha incontestavel necessidade de validac¢ao de anticorpos primarios de uso
na medicina veterinaria (Ramos-Vara et al., 2008), porém, a confiabilidade dos resultados
obtidos através da THQ ¢ dependente da meticulosa harmonizagdo de procedimentos, desde a
selecdo do anticorpo primario, qualidade da amostra, recuperagdo antigénica a sistemas de
detecg¢ao (Walker, 2006; Lipman et al., 2005; Ramos-Vara, 2005; Vara; Miller, 2014; Caswell
et al., 2018; Ramos- Sivertsson et al., 2020). Nao vimos na literatura veterinaria a mesma
preocupagdo quanto aos sistemas de detec¢ao IHQ, que afinal, também s3o baseados no uso de
anticorpos, mas isso se deva talvez pelo simples fato do controle negativo das amostras
geralmente basear-se na omissao do anticorpo primario na maioria dos estudos. O que em tese
representa o controle negativo do anticorpo secundario e, portanto, do sistema de detec¢ao
(Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008; Ramos-Vara; Miller, 2014).

Cientes disso, utilizamos um sistema de detec¢ao baseado em polimero de uma e duas
etapas pos anticorpo primdrio, que destoa do protocolo original publicado com método LSAB
(Kiupel et al., 2004; Preziosi et al., 2004). Ao utilizarmos o sistema de detec¢ao baseado em
polimero de uma etapa obtivemos resultados de padrao de imunomarcagao do KIT compativeis
com os relatados para a deteccdo com o método LSAB, que na literatura veterinaria tém
resultados diferentes de frequéncia, sobretudo entre os padrdes II e III (Kiupel et al., 2004;
Preziosi et al., 2004).

Concluimos que o sistema de detecao baseado em duas etapas, que ¢ reconhecidamente
mais sensivel (Leica Biosystems, 2015; Agilent Dako, 2022), amplifica a reagcdo de detec¢ao
antigeno-anticorpo ao ponto de obter-se imunomarcacdo citoplasmatica difusa em todas as
amostras previamente classificadoas como padrao I ou II com o método de detec¢ao baseado
em uma etapa. Nesse sentido € importante ressaltar que a imunodetec¢dao do KIT em MCCs nao
carece de sensibilidade de detec¢do, pois normalmente todas as amostras testadas para a
dilui¢ao do anticorpo primdrio, padronizada nos referidos estudos, foram imunocoradas (Kiupel
et al., 2004; Preziosi et al., 2004) e, o que se almeja € o padrdo de imunodetecc¢ao dessa proteina
distribuida nos componentes/compartimentos celulares que est4 associado ao prognostico, nao
a sua mera detec¢ao.

Devido a inconstancia entre lotes de anticorpos policlonais quanto a concentragao,
especificidade e afinidade (Lipman et al., 2005; Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008)
somada a outras variaveis em protocolos, como estabelecimento da dilui¢dao 6tima (que sempre
deve ser realizada para cada lote de anticorpo policlonal), método de recuperacao antigénica e
outras etapas com suas solugdes utilizadas (Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008;
Walker, 2006), demonstramos que o método de detec¢ao pode influenciar o resultado do padrao
de imunomarcagao do KIT.

O problema de padronizacao na IHQ do KIT ja foi apontado em uma extensa revisao
sobre MCCs, que verificou que os estudos utilizaram anticorpos diferentes, em concentracdes
diferentes e protocolos diferentes, que podem comprometer o valor progndstico desse
marcador. Dessa forma, ¢ fortemente recomendada a padronizag¢do da técnica de preferéncia
seguindo os critérios propostos por Kiupel e colaboradores (2004) (De Nardi et al., 2022).

Devido essa soma de variaveis, recomendamos que para maior confianga com o que foi
verificado como valor progndstico para a imunodetec¢ao do KIT em MCCs (Kiupel et al., 2004;
Preziosi et al., 2004) e a prevaléncia de novos métodos de detec¢do, que esses sejam
comparados com o método LSAB para validacdo e, a depender do resultado, se for 100%
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compativel, que sejam validados mas, se apresentarem resultados distintos no padrdao de
imunodeteccao, que haja um novo estudo abordando qual resultado esta melhor associado ao
progndstico.

De antemao, o método de deteccao baseado em polimero de uma etapa parece vantajoso
para validacdo, visto que o método de duas etapas alterou todas as amostras testadas, mesmo
com uma diluicdo maior do anticorpo primario. O aumento de sensibilidade promovido pelo
método de detecgdo de duas etapas parece indesejavel no caso da imunomarcagdo do padrao
KIT com o emprego do anticorpo policlonal. Além disso, deve-se levar em consideragao que o
uso de anticorpo policlonal infere uma variavel constante na diluicdo adequada entre lotes e,
caso haja uma diluicao adequada para sistema de duas etapas que nao testamos (superior a
1:600) ela sempre devera ser comparada em controles com padrdes I e II testados por sistemas
menos sensiveis, e, por ora, o mais indicado ¢ o LSAB, devido a sua utiliza¢ao nos trabalhos
que validaram o referido padrdo associado ao progndstico.

6. CONCLUSOES

Os resultados de imunocoloragdo do CD123 policlonal com método de detec¢dao baseado
em polimero de uma etapa em controles caninos possuem uma compatibilidade parcial (devido
a ndo imunodetec¢do do antigeno em vénulas do endotélio alto de cdes) de distribuicao de
imunocoloragdo com os controles humanos imunocorados com CD123 mono e policlonal.

Esse protocolo de imunocoloracao fornece uma evidéncia de marcacao da proteina alvo em
questdo, mas dentre os critérios estabelecidos para validag¢do de anticorpos ¢ ainda insuficiente
e depende de outros niveis de validagao.

Nao houve marcacao com CD123 monoclonal (6H6) nas amostras controle de caes e, isso
pode ndo ter significado relevante, tendo em vista que anticorpos monoclonais se ligam apenas
a uma pequena por¢ao de um epitopo alvo que pode estar modificado devido a fixacdo e
processamento histologico ou simplesmente ndo estar na proteina canina, visto que o grau de
homologia do gene que codifica 0 CD123 canino ¢ de 63% com a do homem.

Novos estudos com outros métodos de validagdo para o CD123 em caes se fazem
necessarios e os resultados aqui apresentados com relacdo a esse biomarcador devem ser
interpretados com cautela. Caso esses resultados sejam especificos, o CD123 tem grande
potencial de relevancia prognostica, pois esta significativamente associado ao grau histologico
mais agressivo e € possivel que ele consiga dar valor prognoéstico para casos de baixo grau com
comportamento agressivo.

O CD123 tem potencial de se tornar um marcador usado na medicina veterinaria por unir
quatro caracteristicas de relevancia: potencial marcador prognostico para MCCs e outras
malignidades, potencial marcador diagndstico (leucemias), potencial alvo terapéutico com
muitos estudos avangados ja direcionados a esse biomarcador e conexdo com a filosofia One
Health, uma vez que homem e animal podem se beneficiar de descobertas correlatas voltadas
ao tratamento direcionado a esse antigeno.

O uso de amplificador altera o padrao de marcacao do KIT, transformando os padrdes I e 11
em padrao III, por isso ou deve-se evitar o uso de amplificador ou estabelecer um protocolo de
diluigao 6timo a fim de evitar essa alteragdo indesejada na marcacdo de relevancia prognostica,
porém como se trata de um anticorpo primario policlonal que estd suscetivel a variacao de
concentracgdo ¢ afinidade de acordo com lote, ndo € aconselhavel incluir mais uma variavel no
método de THQ para maior seguranga de resultados entre laboratérios/pesquisas para esse
marcador.
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ANEXOS

ANEXO A: imunomarca¢ao do CD123 em diversos tecidos caninos.

ANEXO B: imunomarca¢ao do CDI123 em plasmocitoma cutaneo, histiocitoma cutaneo e
sarcoma histiocitico caninos.

ANEXO C: padrao KIT I, marcagado membranosa, IHQ baseada em método de polimero de
uma etapa, obj.40

ANEXO D: padrao KIT II, marcagdo citoplasmatica focal, IHQ baseada em método de
polimero de uma etapa, 0bj.40.

ANEXO E: padrao KIT III, marcagdo citoplasmatica difusa, IHQ baseada em método de
polimero de uma etapa, 0bj.40.

ANEXO F: padrao KIT dubio classificado como III, marcacao citoplasmatica difusa de menor
intensidade com forte intensidade de marcagao citoplasmatica focal sobreposta, IHQ baseada
em método de polimero de uma etapa, obj.40.

ANEXO G: uma amostra de MCC de alto grau com padrao KIT I e negativo par CD123
policlonal, IHQ baseada em método de polimero de uma etapa, ob;.40.
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ANEXO A
ANEXO A: imunomarca¢ao do CD123 em diversos tecidos caninos.

A: glandula salivar, forte imunomarcagao citoplasmpatica de ductos salivares, acinos sem imunodetec¢do, obj. 40x. B: fundo gastrico, forte
marcacdo membranosa e citoplasmaticas de glandulas muosas, obj. 40. C: fundo gastrico, forte marcacdo membranosa e citoplasmaticas de
glandulas mucosas, obj. 40.D: intestino delgado, forte imunomarcag¢do dos plexos nervosos submucoso e mioentérico, obj. 10x. E: intestino
delgado, evidenciagdo da forte imunomarcacidodo plexo nervoso mioentérico, obj. 40. F: intestino delgado, forte imunomarcagdo de células da
cripta, obj.40. G: intestino delgado: forte imunomarcagao de enterdcitos das vilosidades, obj. 40. H: pancreas, marcagao de ilhotas pancreaticas,
obj.10. I: pancreas, evidenciagdo de forte marcagdo deilhota pancreética. J: pancreas, forte marcagao de ducto interlobular, obj.10. K: pancreas,
evidenciagdo de forte marcacdo do epitélio do ducto intrlobular, obj.40. L: adrenal, imunomarcacido de zona glomerulosa, obj. 10. M: adrenal,
evidenciagdo de forte marcagdo membranosa citoplasmatica de células da zona glomerulosa, obj. 40. N: pulmio, marcagao do epitélio bronquiolar,
sem imunodetec¢ao em células alveoares, obj.10. O: pulmao, evidenciagdo de forte imunomarcagdo do epitélio bronquiolar, obj.40. P: glandula
mamaria, obj. 10. Q: glindula mamaria, evidenciacdo da forte imunomarcacado de epitélio ductal, obj. 40. R: derme, imunomarcacao de glandulas
apocrinas, obj. 40. S: derme, auséncia de marcacdo em células epiteliais de glandulas apdcrinas,obj.40. T: derme, imunomarcacao de células
reserva/basaloides de glandula sebacea, obj. 40. U: cerebelo, cortex ndo imunocorado, obj. 10. V: cerebelo, neurdpilo da medula (substancia
branca) fortemente imunocorado, obj. 40. W: cortex cerebral, ndo imunocorado, obj. 10. X: hipocampo e subtincia branca periventricular,
auséncia de marcagdo no hipocampo; forte marcacdo do neurdpilo na substancia branca, obj. 10. Y: susbtincia branca (ébex), forte
imunomarcacao do neurdpilo, obj, 40.
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ANEXO B
ANEXO B: imunomarcacao do CD123 em plasmocitoma cutaneo, histiocitoma cutaneo e
sarcoma histiocitico caninos.

Imunodetec¢io do CD123 em histiocitoma cutianeo, plasmocitoma cutineo e sarcoma histiocitico canino. A. Histiocitoma cutdneo
canino fraca a moderada imunomarcagdo membranosa-citoplasmatica, [HQ CD123 polimero baseado em uma etapa, obj. 40. B. Mesmo
caso de histiocitoma cutaneo canino com forte imunomarcagdo com Ibal, IHQ Ibal, polimero baseado em uma etapa, obj. 40. C.
Plasmocitoma cutdneo canino, fraca a moderada imunomarcagdo membranosa- citoplasmatica com CD123, IHQ CD123 polimero
baseado em uma etapa, obj. 40. D. Plasmocitoma cutaneo canino, forte imunomarca¢do nuclear para MUMI1, IHQ MUMlIp,
micropolimero baseado em duas etapas, obj. 40. E. Sarcoma histiocitico canino com forte imunomarcagdo citoplasmatica para CD123,
IHQ CD123 polimero baseado em uma etapa, obj. 40. F. Sarcoma histiocitico canino com forte imunomarca¢do de membrana e
citoplasma para Ibal, IHQ Ibal, polimero baseado em uma etapa, obj. 40.
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ANEXO C

ANEXO C: padrao KIT I, marcagdo membranosa, [HQ baseada em método de polimero de
uma etapa, obj.40x.
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ANEXO D

ANEXO D: padrao KIT II, marcacado citoplasmatica focal, IHQ baseada em método de
polimero de uma etapa, obj.40x.
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ANEXO E

ANEXO E: padrao KIT III, marcacao citoplasmatica difusa, IHQ baseada em método de
polimero de uma etapa, obj.40x.
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ANEXO F

ANEXO F: padrao KIT dubio classificado como III, marcagao citoplasmatica difusa de menor
intensidade com forte intensidade de marcagao citoplasmatica focal sobreposta, IHQ baseada
em método de polimero de uma etapa, obj.40.
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ANEXO G
ANEXO G: uma amostra de MCC de alto grau com padrao KIT I e negativo par CD123
policlonal, IHQ baseada em método de polimero de uma etapa, obj.40x.

4

A e B: coloragdo H.E, obj. 40. C e D: mastdcitos neopldsicos ndo foram imunocorados, CD123 policlonal, IHQ baseada
em método de polimero de uma etapa, obj.40. E e F: marcagdo membranosa, padrao KIT I, ¢-KIT policlonal, IHQ
baseada em método de polimero de uma etapa, obj.40.
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