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SANTOS, Bartolomeu Benedito Neves. Imunofenotipagem comparada dos plasmocitomas
extramedulares, histiocitomas e linfomas cutineos em caes. 2020. 56p. Disserta¢io
(Mestrado em Medicina Veterindria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterindria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

RESUMO

A literatura sobre plasmocitomas extramedulares caninos (PEMCs) € ampla e com informacdes
divergentes. Devido sua grande variagdo morfoldgica, essa neoplasia € comumente confundida
com outros tumores benignos e malignos na rotina de diagndstico histopatoldgico;
principalmente com o histiocitoma cutaneo canino (HCC), o sarcoma histiocitico canino (SHC)
e o linfoma canino (LC). Com o objetivo de fornecer informagdes adicionais sobre a
imunofenotipagem dos PEMCs, testes de imuno-histoquimica foram realizados em
microarranjo de tecidos (TMA) com cores de 2mm, usando os marcadores convencionais
CD79a (em duplicata), CD3 (em duplicata), MUMI (em duplicata), Ibal e cadeias leves A e «
de imunoglobulina em amostras de 39 PEMCs, 27 HCCs e 8 LCs. Para fins de comparacgdo e
controle, o estudo também incluiu amostras de 2 SHCs, 2 mastocitomas cutaneos (MCC), 2
melanomas orais, 1 mieloma multiplo e espécimes de linfonodo, baco, medula dssea e pele
caninos. Além disso, foi feita uma investigacdo inédita com o anticorpo monoclonal anti-
receptor o da interleucina 3 (CD123) aplicado a cdes. O CD123 tem sido amplamente estudado
na medicina humana como eficiente marcador de algumas neoplasias linfoides, de mastécitos
e de células dendriticas plasmocitoides blasticas, mas € praticamente inexplorado na medicina
veterindria. Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do microarranjo de tecidos (TMA) para
alguns dos marcadores, realizou-se um estudo imuno-histoquimico piloto nas secdes
histologicas convencionais com MUMI e CD79a em 27 amostras de PEMCs e 10 de HCCs,
com os anticorpos anti-CD3 e CD79a em 8 amostras de LCs (5 cutaneos e 3 nodais) € com o
anti-CD123 em amostras de 7 PEMCs e 2 HCCs. As conclusdes mais importantes foram: 1)
MUMI1 é muito sensivel (89,7%) para detectar PEMCs e eficiente para diferenciar os PEMCs
de neoplasias histiociticas. 2) Linfomas de células T podem expressar MUMI1. 3) O CD123 ¢
expresso por PEMCs, MCCs e SHCs, além de plasmdcitos normais, endotélio e possivelmente
por células dendriticas plasmocitoides caninas. 4) A expressdo do antigeno CD123 em
neoplasias malignas como MCC e SHC deve ser melhor investigada. 5) O anticorpo Ibal teve
100% de sensibilidade para detectar HCCs e SHCs e, € muito especifico para essas neoplasias.

Palavras chave: Plasmocitoma canino. Célula dendritica plasmocitoide. CD123.
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SANTOS, Bartolomeu Benedito Neves. Compared immunophenotyping of extramedullary
plasmacytomas, histiocytomas and cutaneous lymphomas in dogs. 2020. 56p. Dissertation
(Master in Veterinary Medicine). Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

ABSTRACT

The literature about canine extramedullary plasmacytoma (CEP) is wide and contradictory. Due
its great morphological variety, this neoplasm is commonly confused with others benign and
malignant tumors in histopathologic diagnostic routine; mainly with Canine Cutaneous
Histiocytoma (CCH), Canine Histiocytic Sarcoma (CHS) and Canine Lymphoma (CL). Aiming
to compile information to investigate and clarify aspects regarding the immunophenotyping of
CEPs, immunohistochemistry tests were performed in tissue microarray (TMA) with 2mm
colors, using the conventional markers CD79a (in duplicate), CD3 (in duplicate), MUMI (in
duplicate), Ibal and immunoglobulin A and «k light chains in 39 CEPs, 27 CCHs and 8 CLs. For
comparison and control purposes, the study also included samples from 2 CHSs, 2 cutaneous
mast cell tumors (MCT), 2 oral melanomas and 1 multiple myeloma; in addition to normal and
reactive tissues from canine lymph nodes, spleen, bone marrow and skin. Furthermore, an
analysis unprecedented was carried out with the antibody anti- Interleukin 3 alpha receptor
(CD123) applied in dogs. The CD123 has been widely studied in human medicine as an efficient
marker of some lymphoid neoplasms, mast cells and blastic plasmacytoid dendritic cells, but it
is practically unexplored in medicine veterinary. To evaluate the efficiency of the tissue
microarray (TMA) for some markers used, a pilot immunohistochemical study was carried out
in the conventional histological sections with MUM1 and CD79a in 27 samples of CEPs and
10 of CCHs, with antibodies anti-CD3 and CD79a in 8 samples of CLs (5 cutaneous and 3
nodal) and with anti-CD123 in samples of 7 CEPs and 2 CCHs. The mainly conclusions found
out were: 1) MUMI is very sensitive (89.7%) to detect CEPs and efficient to differentiate CEPs
from histiocytic neoplasms; 2) T-cell lymphomas can to express MUM1; 3) CD123 is expressed
in CEPs, MCCs and CHSs, in addition to normal plasmocytes, endothelium and possibly by
canine plasmacytoid dendritic cells; 4) CD123 antigen expressions in malignant neoplasms
such as MCC and CHS must be further investigated; 5) The Ibal antibody had 100% sensitivity
to detect CCHs and CHSs, being very specific for these neoplasms.

Keywords: Canine plasmacytoma. Plasmacytoid dendritic cell. CD123.
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1 INTRODUCAO

O diagnéstico histopatolégico de tumores de células redondas caninas pode ser dificil e a
imuno-histoquimica € uma importante técnica complementar para a conclusdao dos casos nos
quais a morfologia da neoplasia ndo € caracteristica. Na rotina de diagndstico histopatolégico,
o plasmocitoma extramedular canino (PEMC) pode ser confundido com outras neoplasias
benignas e malignas, entre essas, principalmente o histiocitoma cutaneo canino (HCC), o
sarcoma histiocitico canino (SHC) e o linfoma cutineo canino (LCC).

Nesse contexto, de acordo com um pioneiro e amplo estudo de padronizag¢do do anticorpo
MUMI, verificou-se que a expressdo deste antigeno foi bastante sensivel e especifica para
PEMC:s, frente a diversas outras neoplasias (RAMOS-VARA et al., 2007). Da década de 70 até
os dias atuais, todavia, muita informacao nova, por vezes conflitantes foi incluida na literatura.
De fato, em um trabalho mais recente, os autores obtiveram dados antagdnicos a pretensa
especificidade desse antigeno, dada sua consistente expressao também nos HCC (STILWELL,
RISSI, 2018).

Na tentativa de esclarecer esse impasse, trabalhamos com os marcadores MUM1, CD79a,
cadeias leves kappa e lambda de imunoglobulina, CD3 e Ibal em uma andlise comparativa
desses marcadores nos PEMCs, HCCs, LCCs e, para fins de comparacao e controle, em alguns
sarcomas histiociticos (SHCs), mastocitomas cutdneos (MCCs) e melanomas orais caninos.
Para isso, aplicamos a técnica de imuno-histoquimica no microarranjo de tecidos (TMA), que
consiste em remover cilindros de tecidos incluidos em vérios blocos de parafina e transferi-los
para um tunico bloco receptor, a fim de permitir a avaliagdo de um nimero grande de amostras
sob as mesmas condi¢cdes em uma sé lamina.

Adicionalmente, visando fornecer informacdes adicionais relevantes e uma melhor
compreensdo de aspectos obscuros relativos a histogénese, patogenia e comportamento destas
neoplasias, foi realizada uma inédita investigacdo com anticorpo monoclonal anti-receptor o de
interleucina 3 (CD123) que tem sido amplamente estudado na medicina humana como
marcador em algumas neoplasias linfoides, dendriticas, mastociticas e também no contexto de
doencas autoimunes, mas € praticamente inexplorado na medicina veterindria.

Em funcdo do exposto, esse estudo tem como objetivos: 1) avaliar a especificidade e
sensibilidade do anticorpo MUM1 para PEMC:s. 2) verificar os resultados da expressao imuno-
histoquimica do MUM1 e CD79a em PEMCs e comparar com os resultados expostos na
literatura. 3) testar se hd expressdao do antigeno CD123 nos PEMCs, HCCs, SHCs e MCCs. 4)
verificar a sensibilidade e especificidade do anticorpo Ibal para HCCs e SHCs no TMA com
cores unicos de 2mm. 5) verificar a sensibilidade e especificidade dos anticorpos anti-cadeias
leves kappa e lambda de imunoglobulina para PEMCs no TMA com cores tnicos de 2mm.



2 REVISAO DE LITERATURA

As proliferagdes neoplésicas de plasmocitos em cdes podem ser classificadas em quatro
grupos: mieloma multiplo, plasmocitoma O&sseo solitdrio, leucemia de plasmdcitos e
plasmocitoma extramedular (BREUER, HERMANNS 1998; VAIL, 2001). Os plasmocitomas
extramedulares caninos (PEMCs) na maioria dos casos possuem um bom progndstico, pois seu
percentual de recidiva e metédstase € de 5% e 2% respectivamente (VAIL, 2007) e, apesar de
poderem ter origem em qualquer parte do corpo, eles sdo mais frequentes na pele, representando
86% da incidéncia, seguido pela cavidade oral, c6lon/reto e outros locais com: 9%, 4% e 1%
de incidéncia respectivamente (KUPANOFF et al., 2006).

Os PEMCs ocorrem mais frequentemente no tronco, membros, cabega, cavidade oral e
pavilhdo auricular. Na macroscopia, geralmente se apresentam como um (ou multiplos) nédulo
(s) séssil ou polipoide de superficie rosada com tamanho entre 1 e 2cm (variando de 0,2 a 10
cm). Foi observado que esses tumores acometem frequentemente a cabega, digitos, gengiva e
regido inguinal em dreas proximas de inflamagdo cronicas como em cdes com gengivite ou
doenca periodontal, na orelha de cdes com otite externa cronica e na pele adjacente a drea de
dermatite cronica ou perto de neoplasias mamadrias em cadelas (SCHRENZEL et al., 1998).

No passado, o que parece, os PEMCs j4 foram reportados na pele como mielocitoma
(MCCLELLAND, 1940) e mieloma extramedular (FUNDERBURG, 1977) e sua caracteristica
de apresentar regularmente células neoplasicas gigantes uni e multinucleadas foi observada pelo
menos desde 1958 por Sedlmeier e Weiss em um caso relatado como plasmocitoma
extramedular esplénico. Mais tarde foram diagnosticados erroneamente como carcinoma
neuroenddcrino e denominados como histiocitoma atipico (NICKOLOFF et al., 1985). BAER
et al. (1989) observaram que os principais trabalhos de neoplasias cutaneas e livros da década
de 70 e 80 nao incluiam ou citavam o PEMC entre as neoplasia cutaneas e que certamente essa
neoplasia foi muitas vezes diagnosticada como tumor neuroenddcrino cutineo, sarcoma de
célula reticular ou linfoma cutineo devido a sua variacdo morfoldgica e semelhanca com tais
neoplasias.

Até meados da década de 80 o PEMC nao foi incluido em importantes trabalhos como
na Classificagdo Histolégica Internacional de Tumores dos Animais Domésticos de 1974
(WEISS, FREESE, 1974), tao pouco foi citado entre os tumores classificados como neoplasias
cutineas de células redondas até o fim da década de 70 (DUNCAN, PRASSE, 1979), e nem
listado entre as neoplasias que acometem a pele e subcutaneo em trabalhos de impacto ou livros
de referéncia (STANNARD, PULLEY, 1978; CONROY, 1983; JONES, HUNT, 1983;
GOLDSCHMIDT, 1985; YAGER, SCOTT, 1985; BOSTOCK, 1986).

Weiss (1962) considerou que plasmocitomas sao raros em animais, mas menos do que
se pensava anteriormente e que a triade amiloidose, proteinemia e proteinuria existia em casos
de plasmocitomas em animais.

Na literatura da década de 70 relata-se o PEMC como entidade rara, com ultraestrutura
ainda desconhecida e de progndstico incerto, embora possivelmente associado ao grau de
diferenciagdo nuclear com relacio ao de um plasmdcito normal (GHADIALLY et al., 1977). A
avaliacdo ultramicroscopica de um PEMC da gengiva de um cdo revelou uma populacio
neopldsica homogénea - com raros macrofagos infiltrados — cujas caracteristicas mais
relevantes eram o nicleo com padrdo de heterocromatina classico em “face de reldgio”, com
um nucléolo (raramente dois ou trés), o reticulo endoplasmatico rugoso abundante com
formacodes dilatadas ou vesiculares - mas ndo em pilhas de cisternas — e granulos de glicogénio
em forma monoparticulada ou em roseta (ndo em todas as células); muitas células
apresentavam o complexo de Golgi desenvolvido, porém difusamente distribuido e nido na
forma perinuclear como observado em plasmocitos normais (GHADIALLY et al., 1977).



No inicio da década de 80 a literatura ainda abordava o PEMC como tumor de rara
ocorréncia em cdes e de progndstico incerto devido aos poucos relatos existentes. Lester e
Mesfin (1980) relataram um caso de PEMC na regido perianal de um c@o com boa condi¢do
fisica que, ap6s um ano da excisao, foi eutanasiado devido ao péssimo estado clinico provocado
por mieloma multiplo (MM), sugerindo que houve uma progressdo do PEMC para MM. Nesse
relato, o diagnéstico foi fechado através da observagdo de células com reticulo endoplasmatico
dilatado, heterocromatina periférica e filamentos intracitoplasmaticos (interpretados como
imunoglobulinas polimerizadas) na microscopia eletronica e, o principal diferencial para os
autores na microscopia de luz convencional era neoplasia neuroenddcrina (carcinoide). Dada a
experiéncia com o referido caso, foi concluido que qualquer cdo com plasmocitoma
extraesquelético deveria ser investigado para evidéncia de neoplasia disseminada.

No final da década de 80 em um estudo que mencionava 11 casos de plasmocitomas
cutaneos caninos (PCC), concluiu-se que o PCC deveria ser incluido no diagnéstico diferencial
de tumores cutaneos de células redondas, principalmente quando ocorressem nas patas, labios
e canal auditivo de cdes de meia idade a idosos. Todos os casos apresentaram excelente
progndstico apds remogao cirdrgica e ndo foram associados a ocorréncia de MM; em dois casos
havia deposicdo de substincia amiloide no estroma. A microscopia eletronica revelou que a
maioria das células tinha nicleo com heterocromatina periférica e reticulo endoplasmético
rugoso dilatado, além e fibrilas ao redor de células neoplédsicas compativeis com amiloide
(LUCKE, 1987).

Um estudo com 75 plasmocitomas extaesqueléticos caninos apontou que a maioria dos
animais acometidos eram adultos com média de idade em 9,7 anos e as dreas mais acometidas
eram boca, patas, tronco e ouvidos. Dois animais tinham neoplasia linfoide disseminada, um
cdo desenvolveu o plasmocitoma durante a remissao clinica de um linfoma, dois animais tinham
MM diagnosticado concomitantemente ou poucas semanas apos o diagndstico de plasmocitoma
cutaneo. Os 70 animais remanescentes nao apresentaram recidiva apds a excisao do tumor,
sendo que dez possuiam nddulos cutdneos multiplos (mais tarde referida como plasmocitose
cutinea por BOOSTROM et al., 2017), porém sem doenca subjacente ou generalizada
(RAKICH et al., 1989).

Um estudo imuno-histoquimico direcionado a expressao de IgG, IgM, IgA e cadeias
leves kappa (k) e lambda (A) de imunoglobulinas foi realizado em amostras de 23
plasmocitomas extramedulares caninos. Um total de 20 casos exibiram monoclonalidade para
cadeias leves (17 para cadeia leve A e 3 para k) e 19 para cadeias pesadas (17 para IgG e 2 para
IgA) de imunoglobulina. Dois casos foram positivos em conjunto para IgG e IgM e um para
IgG e IgA. Um caso foi negativo para todos os anticorpos. Os trés casos com dupla marcagado
foram associados a producao de imunoglobulinas biclonais e para a amostra que nao apresentou
imunomarca¢do com nenhum dos anticorpos foi proposto a desdiferenciagdo das células
neoplésicas. Esse mesmo estudo apontou que a média de idade dos caes acometidos por PEMCs
foi de 8 anos, sem relacdo com o sexo do animal, com locais de ocorréncia em face, boca,
orelha, reto, rim e canal medular. Em dois casos houve o envolvimento de linfonodos locais
(KYRIAZIDOU et al., 1989).

Ainda no final da década de 80 realizou-se um outro estudo que envolveu a andlise de
49 plasmocitomas cutianeos caninos (PCCs) (de 46 caes) quanto ao seu comportamento clinico,
morfologia e imunofendtipo. A maioria dos caes era de meia idade a idosos (média de 9.7 anos)
e os locais mais frequentes foram digitos (15/46), 1dbios (11/46) e orelha externa (11/46). Outros
locais acometidos foram dorso (2), regido perianal (2), cervical (1), membro anterior (1), lateral
do térax (1), abdomen ventral (1), coxa (1) regido costal (1). Todas as neoplasias foram
fortemente positivas para vimentina, mas a intensidade de marcagdo para IgG F(ab): foi fraca
em % e moderada em %2 das amostras. O mesmo estudo estabeleceu um sistema de graduacao
em 3 niveis para a neoplasia baseado na quantidade de células bem diferenciadas. A maioria
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dos casos foram classificados como grau 2 (67,4%) e a minoria no grau 3 (10,2%), sendo este
com maior incidéncia nos digitos. Todos os casos apresentaram células multinucleadas em
maior ou menor quantidade, sendo esta considerada uma caracteristica util para auxiliar no
diagnéstico. Nao houve correlagdo do grau citolégico com a imunomarcacdo € nem com a
recorréncia tumoral. O estudo indicou que o PCC é uma neoplasia benigna, cuja excisdo €
curativa (>92% dos casos no estudo) e que deveria ser incluida no diagnéstico diferencial de
tumores de células redondas de cdes (BAER et al., 1989).

No inicio da década de 90 foi demonstrada pela primeira vez a origem do tipo de
amiloide presente em um caso de PCC. A neoplasia estava localizada no coxim do membro
pélvico de uma cadela (relatado como mieloma). A andlise imuno-histoquimica demonstrou
forte marcacdo do amiloide presente no estroma neopldsico com anticorpo anti-amiloide
derivado de cadeia leve-A de imunoglobulina (A)A) e fraca marcacdo com anticorpo anti-
amiloide derivado de cadeia leve k de imunoglobulina (Ax). Na microscopia eletronica quase
todas as células tumorais eram plasmocitoides, separadas por fibrilas extracelulares de 10nm
sugestivas de amiloide; algumas células neopldsicas apresentavam diferentes estdgios de
degeneracdo vistos como deformacdo e vacuolizacdo do reticulo endoplasmético. Cinco
semanas apds a excisio a neoplasia recidivou no mesmo local, apds nova exérese nao houve
recidiva nem desenvolvimento de metastases (GEISEL et al., 1990).

Rowland et al. (1991) relataram a deposi¢do localizada de amiloide em 6 casos de PCCs
acometendo digitos (2), membros (2), ldbio (1) e orelha (1), com média de idade em 10.7 anos,
sendo dois da raga Cocker Spaniels, um Poodle, um Weimeraner e dois caes sem raca definida.
Todas as amostras de PCCs desses animais, apresentaram reatividade citoplasmadtica para 1gG
e 5 para cadeia leve-A de imunoglobulina na imunofluorescéncia indireta. A histoquimica com
vermelho-congo foi positiva em todos os 6 casos para substdncia extracelular amorfa e
eosinofilica interpretada como amiloide. Os autores concluem que a imunomarcacio
monoclonal de imunoglobulinas pode ser eficiente para o diagndstico de plasmocitoma e que a
deposicdo de proteina amiloide em plasmocitomas extra esqueléticos € incomum com base nas
pesquisas de relatos prévios, ocorrendo em 8 de 139 casos.

A quarta edi¢dao do livro Patologia dos Animais Domésticos ja trazia o PCC como
neoplasia benigna, comum no cdo, de aparéncia macroscépica similar a dos histiocitomas, com
deposicao de amiloide em menos de 10% dos casos € que, eventualmente, em amostras de dificil
distin¢do entre PCC e outras neoplasias como melanoma amelanético, a microscopia eletronica
ou imuno-histoquimica para imunoglobulinas poderiam ser utilizadas para confirmacao
diagnostica (YAGER, SCOTT, 1992).

Em um estudo envolvendo a revisao de arquivos 131 casos de PEMCs constatou-se que
0s casos mais antigos frequentemente foram inicialmente diagnosticados como tumores de
células redondas malignos ou pobremente diferenciados. A média de idade dos animais
acometidos foi de 9,4 anos (variando de 2 a 18 anos), os locais de maior ocorréncia eram tronco
e membros, cabeca, além de cavidade oral e pavilhdo auricular. Macroscopicamente em geral
tinham de 1 a 2cm (variando de 0,2 a 10 cm) apresentavam-se como um nédulo de superficie
rosa, sendo alguns polipoides (principalmente no conduto auditivo) e com superficie ulcerada.
Dois caes apresentaram varios tumores e recorréncia local (geralmente por exérese incompleta)
e o envolvimento de locais distantes ocorreram em pouquissimos casos (CLARK et al., 1992).

Em 1993 a literatura ainda trazia o PEMC como neoplasia relativamente rara, sem dados
de incidéncia em caes e gatos, mas que, naquela época um aumento de estudos sobre os PEMCs,
presumivelmente ocorria pela dificuldade de diferenciar tal neoplasia de outros tumores,
principalmente daqueles que poderiam ter um prognéstico extremamente desfavoravel como
melanomas amelanéticos. Além disso, foi demonstrado que outras duas neoplasias além do
PEMC também apresentavam imunomarcacdo para cadeias leves e pesadas de imunoglobulina:
MM e o imunocitoma (BREUER et al., 1993).



Em 1994, Rowland e Linke realizaram imuno-histoquimica com anticorpos anti-
amiloide reativo (AA) e anti-amiloide derivado de cadeia leve lambda de imunoglobulina (AA)
em 5 amostras de PEMCs, revelando que em todas as amostras, a substincia amiloide
apresentou marcacao de AA e ndo de AA, o que confirmou que a origem do amiloide ocorreu a
partir de imunoglobulinas. Os autores observaram também que na maioria dos casos as células
neoplasicas apresentaram leve marcacao citoplasmatica para AA.

Em um estudo de caracterizacdo imunofenotipica de neoplasias linfoides cutaneas de
cdes e gatos, foram incluidos dez plasmocitomas caninos. Em quatro casos, os tumores
encontravam-se na por¢do distal dos membros e os demais ocorreram nos libios, regido
perivulvar, abddmen e/ou regido peitoral, com a média idade dos animais de 9 anos; em nenhum
caso havia evidéncia de mieloma multiplo concomitante. Dois casos foram positivos para
cadeia pesada a (um também expressava cadeia A), dois casos foram positivos para cadeia
pesada gama (y) (um positivo para tipo IgG4 e ambos positivos para cadeia A). Os 6 casos
remanescentes nio reagiram com nenhum anticorpo (IgG, IgA, IgM, cadeias A e k) (DAY,
1995).

Platz (1995) avaliou 117 PEMCs e 4 MMs de cdes, além de 5 plasmocitomas
extramedulares felinos, no intuito de investigar as diferengas entre essas neoplasias e o grau de
malignidade dos plasmocitomas extramedulares (PEMs). A avaliacdo citoquimica, imuno-
histoquimica e da proliferacao celular ndo mostraram diferengas entre as neoplasias e raramente
ocorreu deposicdo de amiloide associado a cadeias leves nos PEMCs. Na microscopia
eletronica foi notavel o acimulo de filamentos intermediarios nos PEMs. As diferencas entre
PEM e MM ocorreram apenas em relagdo a irregularidade nuclear e maior drea nuclear e celular
nos PEMs. O estudo clinico de acompanhamento dos animais com PEMC revelou que a
neoplasia poderia ser considerada de progndstico relativamente favordvel, no entanto, possivel
recorréncia ou metdstase deveriam ser consideradas. Platz (1995) também observou que do
ponto de vista morfolégico a classificagdo do MM humano poderia ser aplicada ao PEM e MM
caninos com algumas modifica¢des, porém sem saber ao certo se isso teria alguma relevancia
progndstica.

Um estudo com a finalidade de determinar a razdo fisiologica de cadeia leve de
imunoglobulina em plasmdcitos de animais domésticos (canino, felino, equino, bovino e suino)
que avaliou linfonodos, bagos e tonsilas, demonstrou através da imuno-histoquimica com
anticorpos anti-cadeias leves A e k que a razdo A/k na maioria das espécies ¢ dominada por
cadeias A, sendo a propor¢do no cdo de 91A/9« , no bovino e no gato de 92 A/8«, no cavalo
96A/4x e no porco uma proporcao mais ou menos equilibrada de 52A\/48«. Tais resultados foram
em parte de acordo com a literatura prévia (HOOD et al., 1967), exceto pelo fato dos equinos
até entdo serem cadeia A restrita. Esse estudo foi importante para demonstrar que a anélise
imuno-histoquimica direcionada a cadeias A e x nos plasmocitomas bem diferenciados
(correspondente ao de Marschalko na classificagdo humana) nao € util para diferencid-los de
infiltrados plasmociticos reativos, devido a elevada propor¢ao fisiolégica dominante da cadeia
A na maioria das espécies (ARUN et al., 1996).

Trés casos de plasmocitomas extramedulares intestinais localizados na submucosa retal
(local considerado raro) associados a deposi¢do de amiloide foram avaliados através de
microscopia de luz e imuno-histoquimica; dois casos apresentavam metaplasia condroide e
Ossea nos locais com deposicao de amiloide, todas as amostras foram positivas para cadeia leve
A de imunoglobulina, mas ndo para cadeia leve k, o que indicou a monoclonalidade das células
neoplésicas. Em duas amostras as células neopldsicas foram positivas para CD79a. A substancia
amiloide foi positiva para amiloide de origem em cadeia A de imunoglobulina (AL) e negativa
para cadeia leve A de imunoglobulina, e foi sugerido que isso ocorreu pela mudanca
conformacional da proteina amiloidogénica durante sua transformacao em amiloide (RAMOS-
VARA et al., 1998).



Ramos-Vara e colaboradores (1998), utilizaram os mesmos trés casos de plasmocitomas
extramedulares intestinais caracterizados na imuno-histoquimica do trabalho supracitado e os
estudaram imuno-ultraestruturalmente através de microscopia eletronica de transmissdo com
cortes imunomarcados (immunogold). O immunogold foi realizado para cadeias leves A e k, anti
amiloide derivado de cadeia leve A (AL), e anti amiloide reativo (AA). Todos os trés tumores
foram positivos para cadeia leve A (que marcou células neoplésicas e a substancia amiloide) e
negativos para cadeia leve x, AA e AA. Todos os casos apresentaram caracteristicas
ultraestruturais similares com tré€s tipos celulares observados: (1) as mais abundantes eram
células plasmocitoides com ntcleo excéntrico, heterocromatina periférica, citoplasma amplo
contendo abundante reticulo endoplasmatico rugoso com granulos densos e material flocular e
aparelho de Golgi, além de nimero varidvel de filamentos perinucleares de 7 a 9nm de
diametro, jungOes intercelulares ocasionais também foram observadas; (2) o segundo tipo
celular mais observado foram células gigantes plasmocitoides e (3) o0 menos comum eram
células histiociticas mono ou multinucleadas.

A partir de 114 amostras de plasmocitomas extramedulares caninos imunomarcados
com cadeia leve A e 3 amostras imunomarcadas com cadeia leve k de imunoglobulina (76%
localizados na pele e 24% no trato digestivo), realizou-se um estudo baseado na classificacdo
do MM humano de Bartl et al. (1986), que diferenciou os PEMC em 5 tipos (maduro, clivado,
hialino, assincronico e polimorfobldstico), sendo os tipos clivado e assincronico os mais
frequentes. Segundo os autores, a classificacdo morfologica apenas tinha valor diagndstico e
nao progndstico, assim como a taxa de proliferacdo celular (através da imunomarcagdo com Ki-
67) n3o indicava o progndstico; os dados clinicos estavam de acordo com os de relatos
anteriores de que os PEMCs cursavam com baixo risco de recorréncia e metdstase (PLATZ et
al., 1999). O resumo das caracteristicas histomorfologicas descrita por Platz et al. (1999) para
os 5 subtipos de PEMCs esté listada na tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas histomorfoldgicas dos 5 tipos de PEMCs e o seu respectivo nimero

de casos (PLATZ et al., 1999).

Classificacao Citoplasma/ Nicleo Células Citoplasma Crescimento,

morfoldgica e célula (H.E) Multinucleadas Giemsa estroma e

n° de casos organizacio

Hialino (6) Eosinofilico Excéntrico e Pouca quantidade de Basofilico na Expansivo,
centralmente frequentemente  células binucleadas periferia poucos casos
transparente em forma de focalmente

foice infiltrativo

Maduro (11) Maioria eliptico, Excéntrico Pouca quantidade de Basofilico Bem circunscrito,
eosinofilico, redondo ouoval, células binucleadas, células em fileiras
finamente heterocromatina  estas com halo separadas por
granular com marginal com perinuclear e nicleo septos fibrosos
halo pouco aparéncia de com cromatina em
corado “roda de padrio de “roda de
perinuclear carroca” carroga”

Clivado (50) Anisocitose e Indentado, Grande ndmero de Nio menciona Grupos de células
eventual  halo clivado, células gigantes com separados por
perinuclear propor¢ao até quatro nicleos septos  fibrosos.

nucleo:citoplas Nao encapsulado,
ma 1:1 focalmente
infiltrativo

Assincronico Eosinofilico, Blastico com Grande numero de Basofilico na Fina cdpsula de

36) vacuolar, halo nucléolo central células gigantes com periferia tecido conjuntivo
perinuclear até quatro nicleos
Polimorfoblasti  Anisocitose, Redondo a oval, Grande nimero de Basofilico Ninhos celulares
-co (14) * eosinofilico, frequentemente  células gigantes com divididos por finos
vacuolar, sem excéntrico e até 9 nucleos septos  fibrosos.
halo perinuclear  nucléolo polimérficos Infiltrativo
evidente

* Dos 117 casos estudados um apresentou metastase e dois reincidéncia local, esses trés casos de plasmocitomas
extramedulares foram classificados como do tipo porlimérfico bléstico.

Um outro estudo que analisou 63 casos de plasmocitomas cutaneos € muco-cutaneos
incluiu mais um tipo de plasmocitoma a classificagdo de Platz et al. (1999) no caso, o tipo
monomorfobldstico; em todos os casos houve imunomarcagdao monoclonal para cadeias leves
L. Esses autores consideram que nao houve correlagao entre o tipo morfologico, localizacao do
tumor, presenca de amiloide e o prognéstico, € que o progndstico era, em geral, bom, exceto
em um caso, em que posteriormente o cao desenvolveu linfoma. Os tipos mais frequentes na
classificacdo foram: monomorfobléstico (21), clivado (19), assincronico (11), maduro (10),
polimorfobléstico (2) e hialino (1) (CANGUL et al., 2002). O resumo das caracteristicas
histomorfoldgicas descrita por Cangul et al. (2002) para os 6 subtipos de PEMC esta listado na
tabela 2.



Tabela 2. Caracteristicas histomorfoldgicas dos 6 tipos de PEMCs e o seu respectivo nimero
de casos (CANGUL et al., 2002).

Classificaciio Citoplasma/célula (H.E) Nicleo Células
morfolégica e n® de Multinucleadas
casos
Hialino (1) Abundante, levemente Excéntrico e frequentemente em Raras
eosinofilico, halo perinuclear forma de foice e nucléolo central em
em algumas células algumas células
Maduro (10) Maioria eliptico, eosinofilico, Excéntrico redondo ou oval, Pouca quantidade
finamente granular com halo heterocromatina marginal.
pouco corado perinuclear. Baixo indice mitdtico
Corpusculos de Russell em um
caso
Clivado (19) Pédlido com limites indistintos, Clivado ou convoluto, nucléolo Pouca a moderada
marcados septos fibrosos pouco evidente e cromatina quantidade
finamente granular, indice mitdtico
baixo a moderado
Assincronico (11) Abundante e basofilicocomhalo  Grande e excéntrico com nucléolo Raras

Polimorfoblastico (2)

Monomorfoblastico (21)

perinuclear proeminente

Pleomorfismo evidente, células

grandes redondas a ovais
entremeadas por células
maduras ou clivadas

Células monomorficas,

redondas a ovais em arranjo
s6lido

proeminente, indice mitdtico muito
baixo

Nucléolo majoritariamente evidente = Grande nimero
e central em algumas células, indice

mitético muito alto

Grande, eucromatico com nucléolo Raras
central pequeno proeminente, indice

mitético baixo




Um estudo pioneiro sobre a clonalidade de neoplasias linfoides caninas a partir de
espécimes congelados, incluiu em suas amostras um PEMC e dois MM, essas trés amostras
apresentaram rearranjo génico clonal para cadeia pesada de imunoglobulinas (IgH) e ndo
apresentaram rearranjo génico para receptor de células T (TCR) (BURNETT et al., 2003).

A importancia dos estudos anteriores quanto a caracterizacdo dos diversos tipos
morfoldgicos, progndstico e imunomarcagdo dos plasmocitomas caninos, pode ser evidenciada
quando um tumor pouco diferenciado na mucosa géstrica de uma cadela de 12 anos tem seu
diagnéstico concluido como sarcoma histiocitico solitdrio com auxilio da imuno-histoquimica,
mas que devido a caracteristicas morfoldgicas similares, o plasmocitoma polimorfobléstico fora
descartado pela auséncia de marcacdo do CD79a e positividade da amostra para lisozima
(FANT et al., 2004).

Um estudo retrospectivo de amostras de biopsias caninas entre 1998 e 2002 na
Universidade da Pensilvania demonstrou que em meio a mais de 30 mil casos de neoplasias,
751 eram plasmocitomas, algo préximo a 2,4% das neoplasias caninas, a pele foi o sitio mais
frequentemene afetado (86%), seguido pela cavidade oral (9%), reto (4%) e outros locais como
estdmago, intestino delgado, sistema genital, olho e baco (1%). Esse mesmo estudo a partir de
30 amostras de plasmocitomas colorretais indicou que estes possivelmente possuiam um
comportamento similar aos que ocorriam na pele (KUPANOFF et al., 2006).

H4 um caso interessante de PEMC maligno que acometia o membro anterior esquerdo
e o baco de um Golden Retriever. A neoplasia apresentava extensiva atividade fagocitica de
hemdécias e neutréfilos, além de imunorreagdo citoplasmatica intensa para IgG na
imunofluorescéncia. Nesse relato, poucas células marcaram para CD79a e houve
imunomarcagdo intermitente para lisozima. Os autores discutem que na medicina humana ha
relatos e levantamentos de trabalhos que mostram o comportamento fagocitico em raros casos
de discrasias plasmocitdrias e que na medicina veterindria ja havia um relato de MM com
atividade eritrofagocitica e que a expressao de lisozima frequentemente associada a neoplasias
histiociticas, ocorre em 20% dos casos de MM humano (YEARLEY et al., 2007).

Em um amplo estudo envolvendo 109 plasmocitomas e outros 139 casos de neoplasias
(linfoma de células B e T, proliferagdes histiociticas, mastocitomas e tumores melanociticos),
evidenciou-se, através de imuno-histoquimica, que 93,5% dos plasmocitomas foram positivos
para 0o MUM-1, 56,2% foram positivos para CD79a e apenas 19,4% foram positivos para CD20
e que além dos plasmocitomas 0 MUM-1 marcou somente 11 tumores de células B (49 casos
ao todo) e um linfoma anaplésico (2 casos ao todo). Devido a esses resultados concluiu-se que
0o MUM-1 é muito especifico para plasmocitomas caninos e que esse marcador é mais sensivel
que o CD79a e CD20 para identificar plasmocitomas caninos; que poucos casos de linfomas
caninos de células B expressam MUM-1 e que outros tumores histiociticos e melanociticos
caninos ndo expressam o0 MUM-1 (RAMOS-VARA et al., 2007).

As proliferacdes neopldsicas de plasmécitos podem ser classificadas em quatro grupos
distintos (1) mieloma multiplo, (2) leucemia de plasmdcitos, (3) plasmocitoma solitario 6sseo
e (4) plasmocitoma extraesquelético, entretanto, em alguns casos, mesmo que raros, essas
doencas podem representar um continuum a exemplo do MM com desenvolvimento de lesdes
disseminadas cutaneas e em diversos 6rgaos (MAYER et al., 2008; FUKUMOTO et al., 2012).

Um caso peculiar de plasmocitoma retal contendo pigmento de hemossiderina
intracitoplasmdtico nas células tumorais foi relatado em uma fémea de Cocker spaniel de 11
anos. Na citologia, inicialmente, além do plasmocitoma, também foram considerados como
diagndsticos diferenciais melanoma, carcinoide e sarcoma histiocitico. O diagnéstico foi
concluido através de aspectos morfoldgicos e expressao de cadeias leves A de imunoglobulinas
nas células neopldsicas; quanto a origem nao esclarecida do pigmento aventaram-se como
hipéteses 1) mutagdo em alguma enzima que contém heme envolvida na cadeia respiratoria,
levando ao acimulo de ferro, 2) sangramento cronico no tumor como fonte de captacao de ferro
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ou 3)a eritrofagocitose pelas células neopldsicas - embora ndo houvesse hemdcias ou
evidéncias de eritrofagocitose (RANNOU et al., 2009).

Em um relato pioneiro de plasmocitoma em terceira palpebra de um cao Cocker spaniel
fémea de 7 anos utilizou-se como forma complementar para o diagndstico a imuno-
histoquimica com marcacao positiva do CD138, anticorpo bastante empregado para marcacao
de proliferacdes plasmociticas humanas. Além desse marcador, o estudo demonstrou a
marcacdo da amostra para Ki67 indicando alta taxa de proliferacdo celular e imunomarcagao
com restri¢do para cadeia A de imunoglobulina (PERLMANN et al., 2009).

Em estudo retrospectivo realizado por pesquisadores da Universidade de Cornell, com
o objetivo de determinar a frequéncia de diagndsticos discordantes entre patologistas
veterindrios por segunda opinido, demonstrou-se que houve casos em que o diagndstico inicial
de plasmocitoma, foi cambiado para sarcoma histiocitico ou linfoma (casos distintos). Em um
caso diagnosticado primeiramente como sarcoma de células redondas pobremente diferenciado,
uma segunda opinido foi dada como plasmocitoma, o que reflete uma eventual deficiéncia no
diagnoéstico morfoldgico de plasmocitomas (REGAN et al., 2010).

Um estudo sobre a morfologia e imunofendtipo de tumores histiociticos apontou que o
PCC pode ser erroneamente diagnosticado tanto como histiocitoma quanto como sarcoma
histiocitico e que a imuno-histoquimica com painel MHCII +, CD18 +, CD79a-, CD3- pode ser
necesséria para demonstrar a origem das células tumorais como histiociticas (PAZDZIOR-
CZAPULA et al., 2015).

O PEMC raramente apresenta malignidade e mais raramente pode progredir para
leucemia plasmocitica. Relatou-se um caso de PCC com progressao para leucemia plasmocitica
em um cdo Bernese de 5 anos, que quatro meses apds a excisao da neoplasia cutanea apresentou
multiplas massas na pele, além de hifema, derrames pericirdicos e bicavitdrios, massas
miocdrdicas e marcada plasmocitose no sangue periférico. A imuno-histoquimica revelou
marcacdo forte para MUM-1 e a PCR para deteccdo de rearranjo de genes receptores de
antigenos comprovou rearranjo monoclonal para IgH; as células neoplasicas presentes no
sangue periférico e no nédulo cutdneo primdrio possuiam rearranjo idéntico no gene da cadeia
pesada da imunoglobulina (IgH) (ROUT et al., 2017).

A literatura mais recente revelou novas nuances, como um caso de plasmocitoma
gastrico secretor metastitico em uma cadela de 10 anos com gamopatia monoclonal e
hipergamaglobulinemia; a imuno-histoquimica revelou expressdo aberrante de CD3 e
imunomarcagdo concomitante para CD79a e MUMI, a PCR para rearranjo de genes receptores
de antigeno detectou rearranjo clonal de IgH que confirmou a origem da neoplasia a partir de
células B (ATHERTON et al., 2017).

Recentemente, um arranjo morfolégico distinto de PEMCs foi publicado em um relato
de série de 6 casos de plasmocitomas cutaneos, todos do tipo células maduras, com arranjo
celular semelhante ao de células epiteliais glandulares que formavam foliculos e por isso
descreveu-se a morfologia pseudoglandular. Esse arranjo pode induzir a divida na histogénese
do tumor por se assemelhar com a disposicao celular apresentada mais comumente por alguns
grupos de células epiteliais glandulares (MCHALE et al., 2018).

Observou-se em um estudo de casos de 125 cdes com PCC a presenga de células
neoplasicas no lumen vascular de 20 casos (16%), porém essa caracteristica ndo apresentou
associac¢do com recidiva ou metéstase. A média de idade dos caes acometidos no estudo foi de
9,6 anos e os locais mais frequentemente acometidos foram orelha e cabegca, membros distais e
tronco (EHRENSING, CRAIG, 2018).

Alteragdes na técnica de imuno-histoquimica, como troca do anticorpo MUM-1 de
camundongo monoclonal pelo de coelho monoclonal e pH da solu¢do de recuperacio
antigénica, mostrou resultados diferentes da literatura pregressa. No trabalho, todos os 20
histiocitomas cutaneos testados para o anticorpo MUM-1 apresentaram positividade nuclear e
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citoplasmadtica varidvel (ao passo que todos os histiocitomas foram positivos para Iba-1 e
nenhum dos 10 plasmocitomas foi positivo para o Iba-1). O estudo conclui que o MUMI deve
ser usado como parte de um painel de marcadores para tumores de células redondas, incluindo
nao apenas Ibal, mas também imunomarcadores linfocitdrios e que deve haver cautela ao
utilizar o MUM1 sozinho para se distinguir tumores de células redondas pouco diferenciados,
principalmente os plasmocitomas dos histiocitomas (STILWELL, RISSI, 2018).

Um estudo envolvendo lesdes tumorais presentes na cavidade oral (neopldsicas e nao
neoplésicas) em cdes e gatos relatou que o plasmocitoma corresponde a cerca de 2% dessas
lesdes e quando comparado apenas com neoplasias benignas, corresponde a 7% das mesmas
(MIKIEWICZ et al., 2019).

Estudo para deteccdo de rearranjo de genes receptores de antigenos em plasmocitomas
caninos a partir de blocos de parafinas mostrou sensibilidade de até 34% na detec¢do do
rearranjo em genes codificantes da cadeia pesada de imunoglobulina (IgH) versus até 78% na
deteccao do rearranjo em linfomas difusos de grandes células B, para essa diferenca no estudo
da clonalidade baseado no rearranjo de IgH, foi proposto que a baixa taxa de deteccdo no
plasmocitoma canino pode ser causada por hipermutacdo somadtica da regido varidvel da IgH
(TAKANOSU et al., 2018). Por outro lado, os mesmos autores com intuito de melhorar a
sensibilidade do estudo da clonalidade em plasmocitomas caninos, demonstraram uma
sensibilidade de quase 83% na andlise da clonalidade baseada no 16cus da cadeia leve de
imunoglobulina kappa - IGK (TAKANOSU et al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

A partir do arquivo de tecidos incluidos em blocos de parafina e 1aminas histolégicas da
rotina do Setor de Anatomia Patolégica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e de
um laboratério privado de patologia veterindria, foram pré-selecionadas 27 amostras de
plasmocitomas extramedulares caninos (PEMCs), 10 amostras de histiocitomas cutaneos
caninos (HCCs) e 8 linfomas (5 cutineos e 3 nodais), com registros de entrada nos anos de 2013
a 2019. Nos PEMCs e HCCs foi realizada imuno-histoquimica para avaliar a expressdao dos
antigenos MUM1/IRF4 e CD79a, com o objetivo de avaliar e comparar os resultados para
expressao do MUMI1/IFR4 entre essas duas neoplasias em secdes de tecidos inteiros e de
verificar a porcentagem de amostras de PEMCs positivas para CD79a. Das mesmas amostras
pré-selecionadas, sete PEMCs e dois HCCs foram avaliadas num estudo piloto para verificar a
expressao do antigeno CD123 e o nimero menor de casos para esse marcador ocorreu por
questdes logisticas e orcamentérias, pois os mesmos, foram submetidos a imuno-histoquimica
com o marcador CD123 num laboratério humano particular de referéncia. Para os linfomas, os
marcadores CD79a e CD3 foram utilizados para caracterizar o imunofenétipo de célula B ou T
dessas neoplasias em secOes de tecidos inteiros, a fim de selecionar os casos que, assim como
os PEMCs e HCCs, posteriormente iriam compor as amostras de cores presentes na lamina
histolégica do Microarranjo de Tecidos (TMA), o que também permitiu avaliar a eventual
diferenca de resultado imunofenotipico entre amostras de se¢des de tecidos inteiros e amostras
em cores de TMA.

Para compor os blocos de TMA, foram selecionadas trinta e nove amostras de PEMCs,
vinte e sete de HCCs, seis amostras de linfomas de células T (5 cutineos e 1 nodal), duas de
linfomas de células B (nodais), duas amostras de mastocitomas cutaneos caninos (MCC) alto
grau, duas amostras de sarcomas histiociticos caninos (SHC), duas amostras de melanomas
orais (MOC), uma amostra de mieloma multiplo (MM), uma de neoplasia de células redondas
indiferenciada (negativa para MUM1, CD79a e CD3), uma amostra de linfonodo sem lesdes,
uma amostra de medula dssea, uma amostra de baco com hiperplasia linfoide e uma de pele
morfologicamente normal. Todos os espécimes foram obtidos de tecidos de cdes a partir de
material de biopsias na maioria das neoplasias e necropsias apenas para um dos casos de
sarcoma histiocitico e para o caso do mieloma multiplo. Todos os casos foram selecionados
pela morfologia histoldgica com coloragdo de rotina (hematoxilina e eosina — H.E.), exceto os
casos de linfomas de células B e T que tiveram seu imunofendtipo previamente caracterizado
para expressao de CD3 ou CD79a. Todos os plasmocitomas foram morfologicamente
classificados nas se¢des inteiras de tecidos corados em H.E. Os PEMCs foram classificados de
acordo com Platz et al. (1999) e Cangul et al. (2002) e os linfomas de acordo com Valli et al.
(2011) e os dois MCCs foram graduados de acordo com Kiupel et al. (2011).

Para coloracao em H.E nas amostras rotineiramente processadas, as secoes de tecidos
com 3um foram desidratadas em quatro banhos utilizando 4lcool etilico P.A. (dois minutos em
cada), diafanizadas em dois banhos de xilol (quinze minutos em cada) e coradas pela H.E.
Quando disponiveis, dados como raga, sexo, idade e local da lesdo foram revisados a partir das
requisi¢des de exames dos animais.

3.2 Microarranjo de Tecidos (TMA)

ApOs a revisdo e selecdo dos casos, para cada amostra foram definidas duas dreas em
secao inteira do tecido corado em H.E a serem coletadas para a confeccdo do TMA. Em cada
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amostra com se¢do de tecido inteiro examinada em microscopio de luz, as duas dreas foram
escolhidas e circuladas com caneta permanente de ponta ultrafina (1mm). O critério utilizado
para escolha das 4reas foi a maior concentracdo de células neoplésicas, evitando eventuais focos
com necrose, hemorragia, vasos sanguineos mais calibrosos e outros tecidos que ndo a
neoplasia, como septos conjuntivos largos. O TMA foi confeccionado num grande hospital
humano privado com atuag¢do em pesquisa e referéncia na drea oncoldgica (Setor de Patologia
do Hospital A.C. Camargo no Estado de Sao Paulo — Brasil).

Nos 86 blocos doadores, as duas dreas correspondentes as identificadas nas 1aminas com
secoes inteiras de tecidos, foram removidas e transferidas uma para cada um dos dois blocos
receptores que, finalizados, continham 86 cores de tecidos de 2 mm de diametro cada, de tal
modo que cada bloco receptor, apresentava uma amostra de cada bloco doador, mais um core
de placenta humana, ou seja, foram confeccionados dois blocos de TMA (bloco 1 € 2) com 87
cores de tecidos de 2mm, sendo um a duplicata ou réplica do outro (ver figura 1 mais adiante).

Em cada bloco, os cores foram dispostos em fileiras organizadas por grupo de neoplasias
em ordem crescente de acordo com o nimero de registro. No inicio da sequéncia dos cores foi
incluido um espécime de tecido placentdrio humano morfologicamente normal e ao final da
sequéncia havia um core de linfonodo, baco, medula e pele normal para orientacdo na leitura
das laminas, além de servirem como controles internos na ldmina para os marcadores na imuno-
histoquimica (IHQ). Todas as amostras foram mapeadas de acordo com seu nimero de registro
original sua respectiva posi¢ao no bloco de TMA (Anexo B). Para a constru¢do do TMA foi
utilizado uma estacdo de trabalho TMA (TMA builder, Histopathology Inc., Hungary). Apés a
constru¢do, foram obtidas de cada bloco 20 laminas histoldgicas carregadas positivamente
(Positive charged adhesion slides, Amitel), com cortes de 3um de espessura. Todas as 1aminas,
foram posteriormente banhadas em parafina para preservagdo antigénica dos tecidos. Dos dois
blocos receptores foram obtidos um corte de cada para coloracdo de H.E com objetivo de
analisar as amostras para confirmar a presenca de dreas morfologicamente representativas das
lesdes originais (Figura 1).

Figura 1. Blocos 1 e 2 de TMA e suas respectivas laminas histoldgicas coradas em H.E.
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3.3 Imuno-histoquimica

Inicialmente a técnica de imuno-histoquimica (IHQ) para avaliar a expressdo de
MUMI1/IRF4 e CD 79a foi realizada em secdes histoldgicas inteiras de 27 PEMCs e 10 HCCs
pré-selecionados, antes da confec¢ao do TMA. Adicionalmente, o anticorpo CD123 também
foi testado em sec¢des histoldgicas inteiras de 7 PEMCs e 2 HCCs. As 8 amostras de linfomas
inclusas nos blocos de TMA foram selecionadas com base no imunofenétipo CD79a+/CD3- ou
CD3+/CD79- também pré-avaliado nas secOes de tecidos inteiros.

Foram utilizados os marcadores MUM-1/IRF4 (Dako — clone MUMIp de rato), Ibal
(Fujifilm Wako - policlonal de coelho), CD79a (Bio Rad - clone HM57 de rato), CD3 (Bio Rad
—clone CD3-12 de rato), cadeia leve kappa (Dako Agilent — policlonal de coelho), cadeia leve
lambda (Dako Agilent - policlonal de coelho) e CDI123 (Cellmarque — clone 6H6 de
camundongo) nas ldminas de TMA. As duas ldminas de TMA coradas em H.E retiradas do
bloco 1 e bloco 2 (réplica), foram avaliadas. Para o estudo imuno-histoquimico com todos os
sete anticorpos testados, foram utilizadas as 1aminas de TMA do bloco 1, devido a maior
qualidade das amostras contidas nele, isto €, em relacdo a celularidade neoplésica e ao nimero
de cores integros presentes na amostra. Os anticorpos MUM1/IFR4, CD79a e CD3 também
foram utilizados na lamina de TMA do bloco 2 (réplicas), sendo assim, somente para estes
marcadores, o estudo foi feito em duplicata.

No protocolo dos anticorpos MUM1/IRF4, CD3 e CD79a, ap6s desparafinizacdo das
laminas e tecidos em dois banhos de xilol de 20 minutos e reidratacdao no élcool, foi realizada
a recuperacao antigénica com tampao TRIS-EDTA pH 9 (MUMI1 e CD3) e tampao citrato pH
6 (CD79a) em banho maria a 98° por 15 minutos com descanso de mais 15 minutos das 1aminas
no tampao apods retirada do banho maria. Seguiu-se a lavagem das laminas, o bloqueio da
peroxidase com solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% (Spring®) por 15 minutos, o bloqueio
de reacOes inespecificas com Protein-Block DPB-125 (Spring®) por 15 minutos, as laminas
foram incubadas com os referidos anticorpos por 2 horas em camara imida a uma temperatura
de 4°C. Foi utilizado como sistema de detec¢do o REVEAL polimero-HRP, livre de biotina
(Spring®) e como cromdgeno a Diaminobenzidina (DAB) a uma dilui¢do de 1 microlitro do
cromégeno para 50 microlitros de Substrate Buffer (Dako®) por 5 minutos em cada lamina.
Todas as secdes foram contra-coradas com hematoxilina de Harris. O protocolo para o anticorpo
anti-CD123 foi realizado por laboratério de patologia humana privado externo e para os
anticorpos anti-Ibal e anti-cadeias leves A e k de imunoglobulina foi realizado por laboratério
externo de imuno-histoquimica veterindria. Nessas amostras, a recuperagao antigénica ocorreu
em equipamento automdtico (PTLINK Dako®) em tampao de pH 9.0 (Dako-Target Retrieval
Solution®) para CD123 e tampao de pH 6 (Dako-Target Retrieval Solution®) para cadeia leve A
e k de imunoglobulina. O bloqueio de reagdes inespecificas foi feito com Protein block (Dako
Agilent) e como sistema de detec¢do para esses marcadores foi utilizado o EnVision FLEX
(Dako®) e a revelacdo com DAB diluido em Substrate Buffer (Dako®). Como controle externo
para o anticorpo anti-CD123 foi utilizada uma amostra de tonsila palatina humana, para os
anticorpos CD3 e CD79a e MUMI, foi utilizado como controle externo um linfonodo de cao
morfologicamente sem alteracOes e para os anticorpos anti Ibal e cadeias leves k e A de
imunoglobulina, o controle externo foi realizado em uma amostra de linfadenite granulomatosa
de linfonodo canino com micobacteriose. A imunopositividade para os anticorpos utilizados
nesse estudo foi contabilizada em escores de 1 a 3 da seguinte maneira: 3 > 60% de células
positivas; 2 > 30% a 59% de células positivas e 1 > 10% a 29% de células positivas. As etapas
mais importantes do método de IHQ para cada anticorpo encontram-se resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Anticorpos e métodos imuno-histoquimicos.

Anticorpo Fonte Diluicao Tempo Recuperagdo Sistema de Detecgao Institui¢do
(clone) incubagdo Antigénica

CD3 Bio-Rad 1:100 2h Tris-EDTA pH 9 REVEAL - Biotin-Free UFRRJ
(CD3-12) Polyvalent HRP

camundongo (Spring®)

anti-humano

CD79a (HM57) Bio-Rad 1:25 2h Citrato pH 6 REVEAL - Biotin-Free UFRRJ
camundongo Polyvalent HRP

anti-humano (Spring®)

MUM1 Dako 1:50 2h Tris-EDTA pH 9 REVEAL - Biotin-Free UFRRJ
(MUM1p) Polyvalent HRP

camundongo (Spring®)

anti-humano

CD123 (6H6) Cell Marque 1:250 min. 8h Tris-EDTA pH 9 EnVision FLEX Lab. Bacchi
camundongo (Dako®)

anti-humano

Ibal (policlonal)  Fujifilm 1:500 overnight Citrato pH 6 EnVision FLEX Lab. Vetmol
coelho anti- Wako (Dako®)

humano

Cadeia leve L Dako Pré- overnight Citrato pH 6 EnVision FLEX Lab. Vetmol
(policlonal) Agilent diluido (Dako®)

coelho)

Cadeia leve Dako Pré- overnight Citrato pH 6 EnVision FLEX Lab. Vetmol
(policlonal) Agilent diluido (Dako®)

coelho
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4 RESULTADOS

A idade média dos caes com PEMCs no presente estudo foi de 9,1 anos (variando de 4
a 16 anos) e dos com histiocitoma cutineo foi de 4 anos (variando de 2 meses a 12 anos). Com
base nas classificagdes histolégicas publicadas para os PEMCs (Platz et al., 1999; Cangul et al.,
2002), nossa amostragem de 39 PEMCs apresentou 12 (30,7%) clivados, 9 (23%)
monomorfoblésticos, 7 (17,9%) polimorfoblasticos, 7 (17,9%) maduros, 3 (7,7%) assincronicos
e 1 (2,5%) hialino (Figuras 2-7).

Figura 2. Pele, cio. PEMC do tipo maduro. Maioria das células neopldsicas elipticas como plasmoécitos
maduros, halo perinuclear pouco corado proeminente e niicleo excéntrico com heterocromatina periférica em “face
de reldgio”, sem nucléolo evidente. Hematoxilina e eosina (H.E.), obj. 63x.
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Figura 3. Pele, cao. PEMC do tipo hialino. Células globosas de citoplasma abundante, eosinofilico e homogéneo,
com drea central menos corada e nicleo frequentemente excéntrico e em forma de foice. H.E., obj.63x.

Figura 4. Pele, cao. PEMC do tipo clivado. Células de citoplasma escasso (alta propor¢do nicleo/citoplasma) e
nicleo endentado. H.E., obj.63x.
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Figura 5. Pele, cao. PEMC do tipo assincrénico. Maioria das células com citoplasma relativamente abundante
e grande nicleo excéntrico com nucléolo central proeminente. H.E., obj.63x.

Figura 6. Pele, cao. PEMC do tipo monomorfoblastico. Populacdo homogénea com leve anisocariose, pouco
citoplasma, nicleo circular com pequeno nucléolo central evidente. H.E., obj.63x.
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Figura 7. Pele, cao. PEMC do tipo polimorfoblastico. Marcado pleomorfismo, anisocitose e anisocariose
acentuadas, células neoplasicas gigantes mono e multinucleadas e pseudoinclusdo nuclear. H.E., obj.63x.

Com ressalvas ao plasmocitoma de células maduras e em menor grau ao assincronico,
na maioria dos casos, em uma mesma lamina, foi possivel observar na mudanca de campo
explorando diferentes areas da lamina, dois ou trés tipos morfologicos distintos de células
neoplésicas. A diversidade de idade, raca, sexo, local anatdmico, quando disponiveis e, o tipo
morfoldgico e resultado da andlise imuno-histoquimica nas se¢des inteiras de tecidos e no TMA
dessas amostras de PEMCs, podem ser consultadas na tabela 4. A diversidade de idade, raca,
sexo, local anatdmico, quando disponiveis e resultado da andlise imuno-histoquimica nas
secoes inteiras de tecidos e no TMA dos HCCs, podem ser consultadas na tabela 5.
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Tabela 4. Imunofenétipo (amostra convencional e TMA), classificacdo histolégica, local anatdmico, raga sexo e idade de 39 PEMCs (continua).

RG MUM1 CD79 CD3 A K IBA CD123 Classificacao Local Tamanho Raca Sexo Idade
50/14%* () #H)(+) (-) +) (-) (-) +)+) Maduro Orelha lcm Shitzu F 9 anos
76/17%* +)(+) ) (-) -) (-) (-) caiu Polimorfoblastico Digito ni Poodle F 16 anos
248/17** () H)(+) (-) +) (-) (-) ) (+) Clivado Pélpebra inferior ni Yorkshire M 9 anos
1179/17%* +)(+) ) (-) -) (-) (-) () (+) Maduro Orelha lcm SRD F 4 anos
1234/17%% +)(+) +H)(+) (-) ) (-) (-) ) (+) Polimorfobléstico ni ni ni ni ni
1263/18%**" +H)(+) () -) -) ) ) (=) (+) Polimorfobldstico ni ni ni ni ni
34636** sn (+) sn (+) (-) sn sn sn sn (+) Clivado ni ni ni ni ni
3/15% ) H)(+) (-) +) (-) (-) (-) Polimorfobldstico ni ni ni ni ni
04/15%" +)(+) H)(+) (-) +) (-) (-) (-) Monomorfoblastico Coxim ni SRD F 7 anos
9/15* +H)(+) +)H+) -) +) ) ) ) Maduro Orelha ni Poodle F 5 anos
10/15%* +)(+) +H)(+) (-) (+) (-) (-) caiu Clivado ni ni ni ni ni
122/14* ) ()-) (-) (-) (-) (-) (-) Assincronico Calcanho 2cm Basset M 6 anos
Hound
195/14%* +)(+) +H)(+) (-) (+) (-) (-) (+) Maduro Orelha ni SRD F 8 anos
474/16* ) #H)(+) (-) (+) (-) (-) +) Maduro ni ni SRD M ni
658/16* +)(+) +)+) ) -) ) ) +) Monomorfoblastico Interdigital ni Teckel M 7 anos
764/14%* +H)(+) +)+) ) caiu caiu caiu +) Polimorfobldstico Flanco ni SRD F 10 anos
1051/16* +)(+) ()) ) +) ) ) ) Monomorfoblastico Pata ni Yorskhire F 10 anos
1051/16%* ) -)-) (-) (-) (-) (-) (-) Monomorfobléstico Orelha ni Yorkshire F 10 anos
1103/18* +)(+) +)(+) (-) +) (-) (-) (+) Clivado ni ni ni ni ni
1261/16* +H)(+) +)+) ) +) (-) (-) (+) Hialino Digito ni Cocker F 10 anos
spaniel

1320/16* ) #H)(+) (-) () (-) (-) (+) Clivado Flanco ni Poodle F 12 anos
1451/13* -)-) +)+) (-) +) ) ) +) Assincronico Interdigital ni Lhasa apso M 10 anos
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RG MUM1 CD79 CD3 A K IBA CD123 Classificacao Local Tamanho Raca Sexo Idade
1528/14* () H)(+) (-) +) (-) (-) (-) Polimorfoblastico Orelha ni Labrador M 10 anos
1605/14* +H)(+) H)(+) (-) +) (-) (-) (+) Maduro ni 1,5cm Cocker F ni
spaniel
1746/13* () H)(+) (-) ) (-) (-) (-) Monomorfoblastico Coxim 2cm Cocker F 13 anos
spaniel
1795/17* (+)(+) (H)(+) (-) ) (-) (-) () Clivado Coxim ni SRD F ni
13/15%* () #H)(+) (-) +) (-) (-) (-) Clivado ni ni ni ni ni
71/14 ) -) -) +) ) ) caiu Clivado Mandibula ni Cocker M 11 anos
spaniel
152/19 +) +) (-) sn sn sn +) Clivado ni ni ni ni ni
328/14 (+) +) (-) -) (-) (-) (-) Clivado Orelha ni Labrador M 7 anos
467/13 (+) ) (-) ) (-) (-) (-) Monomorfoblastico Membro ni Golden M ni
retriever
577/16 (+) +) (-) +) (-) (-) (-) Monomorfoblastico ni ni Beagle F ni
607/13 ) -) -) caiu caiu caiu ) Maduro Reto 1cm Pitbull M 7 anos
773/16 (+) (+) (-) (+) (-) (-) (+) Clivado Interdigital 2 cm SRD M 8 anos
904/14 +) ) (-) +) (-) (-) (-) Monomorfoblastico Toérax ni Yorkshire M 4 anos
864/13 (+) (+) (-) (+) (-) (-) (+) Clivado Digito 3cm SRD M 12 anos
1182/17 +) +) (-) sn sn sn (-) Assincronico Cotovelo Scm SRD M 11 anos
1356/13 (-) ) ) -) ) ) ) Polimorfoblastico Focinho lcm SRD F 12 anos
1916/16 (+) +) (-) (-) (-) (-) (-) Monomorfobléstico ni ni ni ni ni

**Amostras com IHQ para CD79a, MUM e CD123 em segdes de tecidos inteiros doadores e nos cores de TMA correspondentes.

* Amostras com [HQ para CD79a e MUM em secdes de tecidos inteiros doadores e nos cores de TMA correspondentes.

” Amostras com deposicdo de amiloide no estroma.

ni = ndo informado.

sn = sem células neopldsicas.
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Tabela 5. Imunofenétipo (amostra convencional e TMA), localizacdo, raca sexo e idade de 27 HCCs.

RG CD123 MUM CD79 CD3 KAPPA LAMBDA 1IBAl RACA SEXO IDADE  LOCAL
T243/15%* () -) -) (-) (+++) moderado linfécitos (-) -) (++) Fox Paulistinha F 9 anos face interna
T255/14%*  (-) ) ) (-) (+++) acentuado linfécitos () -) (++) ni ni ni ni
T272/15*%  (-) -) -) (-) (+++) moderado linfécitos (-) -) (++) Scottish terrier M 10 anos membro
T312/14*% () ) (-) (+++) moderado linfécitos  (-) (+++) moderado linf6citos () ) (+++) ni ni ni ni
T337/17*%  (-) -) -) (-) (+++) moderado linfécitos (-) -) (++) Dachshund M ni orelha
T469/14*  (-) -) (-) (+++) moderado linfécitos  (-) (+++) acentuado linfécitos -) ) (+++) ni ni ni ni
T473/16*%  (-) -) (-) (+++) discreto linfécitos (-) (+++) discreto linfocitos (-) -) (+++) SRD F ni escapula
T543/15%  (-) -) -) (-) (+++) discreto linfocitos -) ) (+++) SRD M 4 anos orelha
T549/15*%  (-) -) (-) (+++) discreto linfécitos (-) (+++) moderado lilnfécitos  (-) -) (++) Bulldog francés M 9 meses digito
T601/17*  (-) ) ) (-) (++) minimo linfécitos (-) ) (++) Shihtzu M ni membro pélvico
T786/15 (-) -) -) (-) (++) minimo linfdcitos (-) -) (++) Bulldog francés M NI escapula
T791/17 () ) ) () () ) (++) Pibull F 2 anos escapula
846/17 -) ) ) ) ) -) (+++) ni ni ni ni
T1030/17  (-) -) (-) (+++) moderado linfécitos  (-) (+++) moderado linfécitos -) ) (+++) Pitbull M 2 meses face
T1121/17  (-) -) -) (-) (+++) acentuado linféctos ) -) (+++) SRD F 5 anos torax
T1141/17  (-) -) -) (-) (+++) acentuado linfécitos ) -) (+++) Bull terrier M 3 anos membro pélvico
T1248/17  (-) ) ) (-) (+++) acentuado linféctos ) -) (+++) Shihtzu M 4 anos orelha
T1294/17  (-) ) ) () () ) (+++) Cocker spaniel M 2 anos orelha

Bulldog
T1393/16  (-) -) -) (-) (++) minimo linf6citos ) -) +) Francés M 7 meses cabeca
T1541/15 (- ) ) (-) (++) minimo linfécitos ) -) +) West M 8 meses base da orelha
T1548/15  (-) ) ) (-) (+++) moderado linfécitos (-) (-) (+++) Boxer F 3 anos térax lateral 1cm
T1565/16  (-) ) ) (-) (+++) acentuado linfécitos ) -) (+++) ni ni ni ni
T1626/14  (-) -) -) (-) (+++) acentuado linfécitos ) -) (+++) Bulldog francés F 10 meses  labio superior
T1818/16  (-) -) -) (-) (+++) acentuado linfécitos -) ) (+++) ni ni ni ni
T1873/16  (-) ) (-) (+++) moderado linfécitos  (-) (+++) acentuado linféctos (-) (-) (+++) SRD F 12 anos flanco direito
T1890/16  (-) -) (-) (+++) discreto linfécitos (-) (+++) acentuado linfécitos -) ) (+++) ni ni ni mento
T1902/16 (- (-) (-) (-) acentuado linf6citos (-) (-) (++) Boxer M 4 anos membro

** Amostras com IHQ para CD79a, MUM e CD123 em se¢des de tecidos inteiros doadores e nos cores de TMA correspondentes. * Amostras com IHQ para CD79a e MUM

em secdes de tecidos inteiros doadores e nos cores de TMA correspondentes. ni= ndo informado.
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De forma geral, as células neoplasicas dos PEMCs estavam dispostas em manto, folhas
e/ou corddes com celularidade variando de moderada a acentuada e sustentadas por discreto
estroma fibrovascular. Entretanto, em uma amostra de plasmocitoma do tipo clivado e em outra
do tipo polimorfoblastico, as células neopldsicas estavam entre moderada quantidade de tecido
conjuntivo fibroadiposo. Em um caso de plasmocitoma de células maduras a disposicdo das
células neopldsicas ao redor de vasos na derme tinha aspecto pseudofolicular (Figura 8A).
Células neopldsicas intravasculares foram claramente vistas em um caso de plasmocitoma de
células maduras (Figura 8B). Havia em trés casos de PEMCs deposicao de substincia amiloide.
Em um caso notou-se acentuada quantidade de substancia amiloide que ocupava volume muito
maior do que as células neopldasicas proliferadas. Em outro caso observou-se formagao de tecido
condréide em meio ao amiloide (Figura 8C) e em outro diferenciacdo condroide com
mineralizacao (Figura 8D).

A B

Figura 8. Casos incomuns de PEMCs. A) Pele, cdo. Arranjo morfolégico incomum de PEMCs; células
neopldsicas com organizacido pseudofolicular. H.E., obj.63x. B) Pele, cdo. Invasdo vascular de células
neoplasicas de PEMC. H.E., obj.63x. C) Pele, cdo. Deposicdo amiloide em PEMC. Notar material
homogéneo, eosinofilico e opaco (amiloide) depositado no estroma com aspecto condroide. H.E., obj.63x.
D) Pele, cdo. Area de diferenciacio condroide com mineralizagio em foco de deposicdo de substincia

amiloide no estroma neoplasico. H.E., obj.63x.
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Na analise IHQ dos PEMCs nas ldminas de TMA, um caso (1/39) foi excluido da
amostragem para todos os marcadores por ndo apresentar células neopldsicas nos cores em
nenhuma das duas laminas (nem do bloco 1 e nem no bloco 2), essa era uma amostra que na
secdo histoldgica do tecido inteiro, apresentava pequena drea com poucas células neopldsicas e
muito estroma fibroadiposo. Nos 38 casos de PEMCs restantes, a perda de cores na lamina de
TMA durante o processo de IHQ, impossibilitou a andlise de algumas amostras das quais nao
foram feitas a IHQ no bloco dois (duplicata). Isso ocorreu em trés casos para expressao de
CD123 (3/38 - 7,9%) e quatro casos para expressao de cadeias leves A e x (4/38 -10,5%). A
perda do core durante as etapas da IHQ para o marcador CD123 também ocorreu em um caso
de MCC (1/2 ou 50%) e na amostra de medula 6ssea (1/1). Todos os cores de HCC (27), LT
(6), LB (2), SHC (2), MOC (2), neoplasia de células redondas indiferenciada (1), linfonodo (1),
baco (1) e pele (1), inclusos no bloco de TMA, puderam ser avaliados para todos os marcadores
na [HQ.

Nas vinte e sete secOes de tecidos inteiros de PEMCs pré-avaliadas para expressao
CD79a, quatro foram negativas e para a expressao do MUMI, apenas uma foi negativa. Nos
PEMCs que expressaram o antigeno MUMI1 e CD79a, a marcacdo na IHQ (nuclear e
citoplasmaética para 0o MUM1 e membrano-citoplasmética para o CD79a) foi forte com mais de
80% das células neoplésicas marcadas (escore 3). Esse resultado, também foi observado nos
casos de linfomas para expressdo de CD3 ou CD79a. Nenhuma secao inteira de tecido dos dez
HCCs pré-avaliados foi positiva para MUM1 ou CD79a. Todos os sete PEMCs pré-avaliados
nas secoes inteiras de tecidos para a expressao do antigeno anti-CD123 apresentaram marcagdo
citoplasmdtica e membranosa, esta foi forte em todos os casos, sendo que o escore 1 foi
observado em uma amostra, o escore 2 em cinco € o escore 3 em uma.

Houve 100% de concordancia na avaliacdo do imunofenétipo para expressao de CD79a
e MUMI entre a se¢Oes de tecidos inteiros e os cores de TMA de 26 PEMCs (uma amostra ndao
foi possivel comparar devido a falta de células neoplésicas nos cores presentes no TMA) e 10
HCCs. A concordancia do imunofenétipo dos linfomas com os marcadores CD3 e CD79a nas
secoes de tecidos inteiros e nos cores de TMA também foi de 100%. Entre as 7 amostras de
PEMC:s imunocoradas em cortes convencionais com CD123 no estudo piloto, foi possivel fazer
a comparacdo do imunofendtipo expresso no TMA entre apenas 5 delas, pois o core de uma
amostra caiu e o de outra ndo possuia células neoplésicas. Desta maneira, houve concordancia
com o imunofendtipo do core correspondente no TMA em uma amostra que na se¢ao de tecido
inteiro apresentava imunomarcacao difusa em mais de 80% das células neoplasicas. As outras
quatro amostras disponiveis no TMA para comparacdo, foram negativas e nas secdes de tecidos
inteiros, foram positivas, porém, com marcagdo multifocal em menos de 40% das células
neoplésicas.

Células semelhantes a plasmoécitos maduros e imaturos com expressao dos antigenos
MUMI1, CD79a e cadeias leves A ou x de imunoglobulinas, presentes em infiltrados
inflamatorios nas proprias neoplasias linfoides e ndo linfoides analisadas e na hiperplasia
linfoide esplénica, foram positivos para a expressdo do CD123 com um padrao de marcagao
citoplasmatico forte.

No linfonodo canino normal, a maioria das células CD123+ fortemente marcadas
estavam localizadas nos corddes medulares e apresentavam caracteristicas de plasmocitos
maduros e seus precursores como imunoblastos, plasmoblastos e pro-plasmécitos (Anexo E).
Naregido interfolicular e paracortical do linfonodo, células endoteliais venulares e raras células
com caracteristicas citoldgicas plasmocitoides apresentaram forte marcacdo para o antigeno
CD123 (Figura 9 A-B).
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Figura 9. Linfonodo, cao. Imuno-histoquimica do controle na lamina de TMA para o anticorpo anti-
receptor de interleucina-3 (CD123). A) Cértex e paracértex. Endotélio venular e poucas células redondas a
poliédricas com citoplasma e membrana fortemente imunocorados. IHQ, CD123, obj.63x. B) Corddes medulares.

Células plasmocitoides com citoplasma e membrana fortemente imunocorados. IHQ, CD123, obj.63x.

A marcacdo do antigeno CD123 nos cores de TMA ocorreu em 13 de 35 PEMCs
(37,1%) e foi fortemente citoplasmatica em cé€lulas neopldsicas com morfologia madura e
também nas com maior atipia e multinucleagdo (Figura 10 A-D).
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Figura 10. Pele, cao. Imunofenétipo de um PEMC do tipo polimorfoblastico. A) Células neoplésicas
polimérficas. H.E., obj.63x. B) Células neopldsicas com membrana e citoplasma fortemente imunocorados. IHQ,
CD79a, obj.63x. C) Células neoplasicas com nicleo e citoplasma fortemente e moderadamente imunocorados,
respectivamente. THQ, MUMI, obj.63x. D) Células neopldsicas com membrana e citoplasma fortemente
imunocorados. IHQ, CD123, obj.63x.

Nos cores de TMA, quando houve marcacao para o antigeno CD123, esta foi forte em
todas as amostras de PEMCs. Nove amostras de PEMCs apresentaram escore 3 € quatro
apresentaram escore 2 de células neopldsicas CD123+.

Nos linfonodos de caes morfologicamente normais (um core na lamina de TMA mais
uma secdo inteira de tecido como controle externo ao TMA), a maioria das células positivas
para MUMI localizavam-se em corddoes medulares e raramente na regido interfolicular e
paracortical. Os plasmdcitos normais positivos para MUMI1 apresentavam forte marcagao
intranuclear e citoplasmatica. Quando positivas para expressdao do antigeno MUMI, as células
dos PEMCs tiveram forte marcacdo nuclear, com leve a moderada marcagdo citoplasmatica
difusa, tanto em células com morfologia madura quanto nas com maior atipia e multinucleagdo.
Dos 38 de 39 cores de PEMCs possiveis de avaliar nas laminas de TMA (avaliados em duplicata
bloco 1 e 2), 34 (87,2%) foram positivos para MUMI. Trinta e duas amostras apresentaram
escore celular positivo 3 e duas amostras apresentaram um escore celular positivo 2 e quatro
amostras ndo apresentaram células neopldsicas positivas. Assim como o marcador MUMI1,
também foi possivel fazer a anélise em duplicata (em laminas dos dois blocos de TMA) para os
marcadores CD79 e CD3. Com relacdo a detec¢do do antigeno CD79a nos PEMCs, dos 38
cores com células neopldsicas presentes nas laminas de TMA, 29 (76,3%) foram positivos.
Todos os PEMCs foram negativos para detec¢do do antigeno CD3.
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Vinte e oito de 38 PEMCs (73,7%) apresentaram imunomarcagdo concomitante para
CD79 e MUM; 6/38 (15,7%) foram positivos para MUMI1 e negativos para CD79; 1/38 (2,6%)
foi positivo para CD79 e negativo para MUMI1 e trés casos (um do tipo maduro, outro do tipo
clivado e outro polimorfobldstico) foram negativos para ambos os marcadores, sendo que o do
tipo clivado foi positivo para cadeia leve A de imunoglobulina (Tabela 6).

Tabela 6. Imuno-histoquimica em laminas de TMA com MUM1/IRF4 e CD79a em PEMCs.

MUM CD79 N° de amostras
+ + 28
+ - 6
- + 1
- - 3

Dos 34 cores de PEMCs com células neoplésicas presentes nas laminas de TMA
imonocoradas para deteccdo de cadeias leves A e k de imunoglobulinas, vinte (58,8%) foram
positivos para cadeia A e todos foram negativos para cadeia k de imunoglobulina. Todos os 34
cores de PEMCs presentes na lamina de TMA imunocorada para Iba foram negativos.

Para analisar a relagdo de imunomarcacao entre os marcadores MUM1, CD79a, CD123
e cadeia leve A de imunoglobuina, nos PEMCs presentes no TMA (Figura 11 A-F), foi necessario
a exclusdo de casos que tiveram a avaliagdo comprometida para qualquer um desses
marcadores. Assim, a andlise do imunofendtipo de 27 casos com a presenca dos mesmos cores
vidveis com células neoplasicas em todos os marcadores foi realizada. A correlacdo IHQ entre
os cinco marcadores foi de 8 casos positivos para MUMI1, CD79a, cadeias leves A de
imunoglobulina e CD123. Seis amostras tiveram imunofenoétipo positivo para MUM1, CD79a,
cadeias leve A de imunoglobulina e negativo para o CD123; quatro amostras foram positivas
apenas para MUM1 e CD79a; trés amostras tiveram expressao do MUM1; duas amostras foram
negativas apenas para as cadeias leves A e k de imunoglobulina; duas foram positivas apenas
para MUM1 e cadeia leve A de imunoglobulina; uma amostra foi negativa apenas parao MUM1
e uma foi negativa para todos os 5 marcadores (Tabela 7).

Tabela 7. Imuno-histoquimica em laminas de TMA nos cores de PEMCs para os marcadores
MUMI, CD79a, cadeia leve A e CD123.

MUMI1 CD79a A CD123 N° amostras
+ + + + 8
+ + + - 6
+ + - - 4
+ - - - 3
+ + - + 2
+ - + - 2
- + + + 1
- - - - 1
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Figura 11. Pele, cio. Imunofendtipo de um PEMC do tipo maduro. A) Células neoplasicas semelhantes a
plasmocitos morfologicamente normais. H.E., obj.63x. B) Células neopldsicas com membrana e citoplasma
moderadamente imunocorados. IHQ, CD79a, obj.63x. C) Células neopldsicas com citoplasma fortemente
imunocorado. THQ, cadeia leve A de imunoglobulina, obj.63x. — Detalhe para imunocolora¢do negativa para cadeia
leve k de imunoglobulina no canto esquerdo superior. D) Células neopldsicas com nucleo e citoplasma fortemente
e moderadamente imunocorados, respectivamente. IHQ, MUMI, obj.63x. E) Células neopldsicas sao
imunonegativas. IHQ, molécula adaptadora ionizada de ligagdo ao célcio 1 (Ibal). F) Células neopldsicas com
membrana e citoplasma fortemente imunocorados. IHQ, CD123, obj.63x.

Dos vinte e sete HCCs, um apresentou fraca marcagdo de membrana e citoplasma e vinte

e seis apresentaram forte marca¢do de membrana e citoplasma para Ibal. Todos HCCs foram
negativos para a expressao dos antigenos CD79a, CD3, MUM1, CD123 e cadeias leves A e «
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de imunoglobulina. Os dois SHCs apresentaram forte marca¢do de membrana e citoplasma para
Ibal e CD123, além de fraca a moderada marcacao citoplasmética intermitente para cadeias
leves A e k de imunoglobulina. Todos SHCs foram negativos para a expressao dos antigenos
CD79a, CD3 e MUMI1 (Figura 12 A-F).

Um dos dois cores de MCC caiu da lamina de TMA imunocorada com o marcador
CD123. O core presente na lamina teve forte marcacdo citoplasmatica difusa nas células
neoplasicas para CD123 (Anexo D). Os dois MCC foram negativos para todos os outros
marcadores (CD79a, CD3, MUMI, Ibal e cadeias leves A e k de imunoglobulina). A neoplasia
de células redondas indiferenciada, foi imunonegativa para todos os anticorpos testados nesse
estudo, assim como as duas amostras de melanoma.

A amostra de mieloma multiplo apresentou moderada marcagdo difusa do citoplasma e
membrana para o antigeno CD123, raras células neopldsicas tiveram marcagao citoplasmaética
para cadeia leve k de imunoglobulina e todas foram imunonegativas para MUM-1, CD79a,
cadeia leve A de imunoglobulina, CD3 e Ibal, entretanto, cabe ressaltar que essa amostra
passou por processo de desmineraliza¢do dssea.
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Figura 12. Imunofenétipo em HCC e SHC. Pele e baco, cdo. A) Histiocitoma cutineo. Manto de células
neopldsicas redondas com morfologia histiocitica infiltrado por moderado nimero de pequenos linfécitos. H.E.,
obj.63x. B) Sarcoma histiocitico (metastatico). Folhas dérmicas de células neoplasicas redondas com moderada
anisocitose, anisocariose, binucleac@o e nucléolo proeminente. H.E., obj.63x. C) Histiocitoma cutineo. As células
neopldsicas t€ém uma forte imunomarca¢do de membrana. IHQ, Ibal, obj.40x. D) Sarcoma histiocitico
(metastatico). As células neopldsicas t€ém uma forte imunomarcacdio de membrana. IHQ, Ibal, obj.63x. E)
Histiocitoma cutineo. As células neopldsicas sdo imunonegativas e células plasmocitoides maduras e imaturas
infiltradas sdo fortemente positivas com marcagdo nuclear e citoplasmatica. IHQ, antigeno do mieloma muiltiplo 1
/ fator regulador de interferon 4 (MUMI / IRF-4), obj.63x. F) Sarcoma histiocitico (metastatico). As células
neopldsicas sdo imunonegativas. [HC para MUMI1 / IRF-4, obj.63x. Detalhe canto superior direito: forte
imunomarcagao citoplasmética e de membrana para CD123, obj.100x.

Dois, dos quatro linfomas ndo epiteliotropicos, ambos de células T (CD3+)
apresentaram forte marcagdo intranuclear difusa para o antigeno MUM-1 (Figura 13 A- D).
Estas foram as unicas neoplasias além dos PEMCs que apresentaram expressdao do antigeno
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MUM-1. Os seis casos de linfomas T e, os dois casos de células B, foram negativos para Ibal,
CD123 e cadeia leves A e k de imunoglobulina.

A B

Figura 13. Pele, cio. Linfoma cutineo (nio epiteliotréopico) de grandes células T. A) Densa populacdo de
células neoplasicas redondas com citoplasma escasso, niicleo de contorno irregular, com cromatina esparsa e um
ou mais nucléolos proeminentes. H.E., 0bj.63x. B) As células neoplésicas sdo imunonegativas. IHQ, CD79a,
0bj.63x. C) As células neoplasicas apresentam discreta a moderada marcag¢do de membrana. IHQ, CD3, obj.63x.
D) Células neoplasicas com nicleo fortemente imunocorado. IHQ, MUM1, obj.63x.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, as formas histoldgicas de PEMCs com células predominantemente do tipo
clivadas e monomorfoblésticas foram as mais comuns e o tipo hialino o menos frequente, o que
estd de acordo com o relatado na literatura para PEMCs, apesar do segundo tipo ser considerado
e introduzido em uma série de casos mais recente (PLATZ et al., 1999; CANGUL et al., 2002).
Um arranjo incomum de PEMCs em forma de estrutura folicular ou acinar foi observada em
uma amostra (1/39). Esse arranjo com aspecto epitelioide pseudoglandular implica em
considerar os PEMCs no diagnéstico diferencial de neoplasias epiteliais e epitelioides
(MCHALE et al., 2018). A deposic¢ao de amiloide em PEMCs é observada em menos de 10%
dos casos (ROWLAND et al., 1991), portanto, nesta série de casos, a deposi¢ao de amiloide em
7,7% das amostras (ou 3/39) esta de acordo com a literatura, assim como a ocorréncia de
metaplasia condroide com e sem mineralizacdo nas dreas de deposicdo amiloide (RAMOS-
VARA et al., 1998) que foi observada em 2 de 3 casos de PEMCs.

Verificamos que em uma das amostras estudadas havia células neopldsicas no limen de
vénulas, o que nao deve estar associado a um prognoéstico ruim, pois em um estudo que abrangia
134 amostras de plasmocitomas cutaneos caninos verificou-se a presenga de células neopldsicas
intravasculares em 16% dos casos, embora esse fato nao tenha se correlacionado com indice de
recidiva ou metdstases (EHRENSING, CRAIG, 2018). Apesar de ndo termos feito um estudo
de acompanhamento clinico dos animais com lesdes neoplésicas, j4 € bem conhecido o
comportamento benigno da maioria dos PEMCs, com indice de recidiva e metdstase em torno
de 5% e 2%, respectivamente (VAIL, WITHROW, 2007). No Rio de Janeiro, contudo, entre
1993 e 2000, verificou-se uma inusual agressividade nos PEMCs, com recidivas e metdstases
frequentes e sobrevida de poucos meses, embora a morfologia microscopica dessas neoplasias
ndo diferisse da dos casos cldssicos; a partir de entdo a agressividade passou a diminuir
paulatinamente, até que hoje seu comportamento equivale ao descrito para os PEMCs de outras
partes do mundo (Peixoto 2018 — comunicacao pessoal).

Hoje, o patologista veterinario além de estar familiarizado com as seis variantes
morfoldgicas celulares do PEMC (PLATZ et al., 1999; CANGUL et al., 2002) que raramente
pode apresentar caracteristica eritrofagocitica (YEARLEY et al., 2007) ou pigmento férrico
intracitoplasmatico (RANNOU et al.,, 2009), também deve reconhecer as variantes da
arquitetura deste tumor que pode apresentar arranjo pseudoglandular, deposicao de amiloide
com ou sem diferenciaciao condroide, osteoide e mineralizagcdo, além de invasdo vascular.

Posto que a informacédo da idade ndo estivesse disponivel para todos os casos estudados,
a idade média dos vinte e cinco casos em que este dado estava disponivel foi de 9,1 anos,
semelhante a média de 9,4 anos relatada na literatura (CLARK et al., 1992). Os locais mais
comuns foram digito/coxim (9/27) e a orelha (7/27), dados semelhantes a literatura onde os
sitios mais comuns sao digitos, 1dbios e orelhas (BAER et al., 1989).

Com base em amostras caracteristicas de PEMCs e HCCs verificou-se que a média de
idade de 9,1 anos dos animais com PEMCs foi maior do que a média de idade de 4 anos dos
cdes com HCCs como consta na literatura (GROSS et al., 2005). Entretanto, animais jovens
com quatro anos apresentaram PEMC e animais mais velhos com doze anos apresentaram HCC,
o que indica que a idade pode ser um fator diferencial, embora, ndo exclusivo entre essas duas
neoplasias.

Apesar do diagnostico de PEMC rotineiramente ocorrer sem dificuldades, em alguns
casos podem surgir dividas quanto a linhagem celular da neoplasia, tendo em vista sua ampla
variacdo morfoldgica e seus locais de maior ocorréncia que a tornaram diagndstico diferencial
de uma série de neoplasias como histiocitoma, linfossarcoma, sarcoma histiocitico e melanoma
amelanético (RAMOS-VARA et al., 2007; RANNOU et al., 2009, PAZDZIOR-CZAPULA et
al., 2015). Tal fato é constatado por estudo da renomada Universidade de Cornell, que mostrou
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diagnésticos discordantes de segunda opinido em PEMCs com sarcoma pouco diferenciado,
sarcoma histiocitico e linfoma (REGAN et al., 2010). Outro estudo também demonstrou que o
PEMC pode ser erroneamente diagnosticado como histiocitoma e sarcoma histiocitico
(PAZDZIOR—CZAPULA et al., 2015). De fato, ao examinar as amostras no presente estudo,
em algumas poucas foi relativamente dificil diferenciar PEMCs de HCCs, assim como poucas
foram excluidas da selecdo dos casos por deixarem em divida a sua linhagem (linfoide dos
PEMC:s ou dendritica dos HCCs e SHCs).

O oncogene do mieloma multiplo 1/ fator regulador de interferon 4 (MUM 1/IFR4), esta
envolvido na diferenciacdo de células linfoides (GAIDANO, CARBONE et al., 2000). Ele é
necessario para o rearranjo da cadeia leve da imunoglobulina no estagio pré-B (LU et al., 2003)
e € expresso em um subconjunto de células B do centro germinativo, plasmdcitos, células T
ativadas (FALINI et al., 2000; COLOMO et al., 2003; BRIGHENTT et al., 2005) e em um
subconjunto de macréfagos e células dendriticas humanas (SUZUKI et al., 2004). Por outro
lado, macr6fagos murinos normais expressam niveis de transcritos do MUM 75% mais baixos
do que linfécitos B (MARECKI et al., 1999). Foi demonstrado que a superexpressio MUM 1
em macrofagos ativa a interleucina 1 (MARECKI et al., 1999), promove a diferenciacdo de
mondcitos em células dendriticas (LEHTONEN et al., 2005) e modula a produgdo de IL 10 e
IL33 para promover a diferenciacao de células Th2 (WILLIAMS et al., 2013).

Em neoplasias caninas, a deteccdo da expressdo do antigeno MUMI, a partir de
metodologias imuno-histoquimicas distintas, tem apresentado resultados controversos na
literatura, pois, em um estudo com ampla amostragem de muitas neoplasias de diversas
linhagens, a expressdo do antigeno MUMI foi detectada em 101/107 (ou 94,39%) PEMCs e
em nenhum dos 17 HCCs e 7 SHCs testados, sendo as Unicas neoplasias positivas para a
expressao deste anticorpo os PEMCs e linfomas de células B 10/47 (ou 21,2%) (RAMOS-
VARA et al., 2007). Por outro lado, em outro estudo verificou-se a expressdo do antigeno
MUMI em todos os vinte casos de HCCs e nos dez casos de PEMCs e em nenhum dos cinco
SHCs testados, indicando que, embora o PEMC ndo seja frequentemente um desafio
diagndstico, a expressao do MUMI1 deve ser usada com cautela ou em conjunto com outros
marcadores para diferenciar as neoplasias de células redondas pouco diferenciadas,
principalmente o HCC do PEMC (STILWELL, RISSI, 2018).

No presente estudo, a metodologia e anticorpo empregados para detec¢do da expressao
do MUM I foram basicamente os descritos no trabalho de Ramos-Vara e colaboradores (2007),
com ressalvas a marca do polimero do sistema de deteccio (ImmPRESS® versus REVEAL®).
Houve reproducdo dos resultados, tendo em vista que nas amostras de tecidos inteiros 25/26
(ou 93,1%) dos PEMCs foram positivos para expressio de MUMI1 e nos cores de 2mm
avaliados em duplicata no TMA 34/38 (ou 89,5%) foram imunomarcados. Também nao
observamos imunomarcacdo com MUMI1 em nenhum dos 27 HCCs e 2 SHCs, a exemplo do
que observaram RAMOS-VARA et al. (2007). Essa observagado refor¢ca a importancia de que
a metodologia da THQ exposta nos trabalhos seja clara e capaz de ter seus resultados
reproduzidos, pois os anticorpos estdo entre as ferramentas mais usadas na pesquisa cientifica
basica (UHLEN et al., 2016).

As diferengas de resultados encontradas na literatura para a imunomarcagdo com
MUMI certamente ocorreram por mudangas nos métodos de IHQ, com a mudanca do anticorpo
de camundongo para o de coelho, no pH da recuperacdo antigénica de alto para baixo e no
método de deteccdo com polimero livre de biotina para complexo-avidina-biotina (ABC).
Nesse contexto, o fato de a literatura mais recente demonstrar a expressdo do antigeno MUM 1
em HCCs pode estar relacionado a uma possivel maior afinidade e sensibilidade ou até mesmo,
menor especificidade do anticorpo utilizado (STILWELL, RISSI, 2018). Por outro lado, como
houve diferencas em diversas etapas do processo, outros fatores isolados ou ndo, podem ter
contribuido para a marcagdo do MUMI1 em HCCs, uma vez que o método ABC além de poder
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ser menos sensivel do que o método de revelagdao com polimero livre de biotina, ainda € passivel
de apresentar elevada reacdo de fundo por ligagdes eletrostdticas inespecificas e a lectinas
teciduais (RAMOS-VARA, 2005). A mudanga do pH alto por um pH baixo da soluc¢do utilizada
na recuperagdo antigénica pelo calor, também pode contribuir para a diferenca de resultados
(SHI et al., 1995).

Em adicao, o anticorpo MUMI1 foi positivo em duas das seis amostras de linfomas de
células T, testadas em se¢des de tecidos inteiros e em duplicatas de TMA, com o mesmo método
e, as mesmas laminas em que havia os cores de todas as neoplasias inclusas nesse estudo. De
nosso conhecimento, este € o primeiro relato de detec¢do imuno-histoquimica de expressao do
antigeno MUMI1 em linfomas de células T de caes.

Na validacdo do anticorpo MUMI1 para diagnéstico de PEMCs, Ramos-Vara e
colaboradores (2007), ndo observaram expressdao do antigeno MUMI1 em nenhum dos trinta e
sete linfomas de células T caninos. Por outro lado, nenhuma das duas amostras de linfomas de
células B presentes em nossa série apresentou imunomarcagao com MUMI, diferentemente das
10 amostras de linfomas de células B (de 47 ou 21.2%) que foram imunopositivas para esse
marcador no estudo de Ramos-Vara e colaboradores (2007), esse resultado provavelmente
ocorreu pela baixa amostragem de linfomas de células B em nosso estudo.

Em contrapartida, na medicina humana, o anticorpo MUMI € normalmente expresso
em plasmocitos, células B tardias, células T ativadas, macréfagos e células dendriticas e sua
expressao também foi descrita em vérias neoplasias de células B e em algumas neoplasias de
células T, além de neoplasias melanociticas (NATKUNAM et al., 2001; SUZUKI et al., 2004;
HUANG et al., 2015).

O CD79 é uma molécula de membrana heterodimérica composta pelos segmentos
CD79a e CD79b, que estd associada a imunoglobulinas de membrana das células B,
constituindo uma das subunidades do receptor de células B (BCR). Além do segmento de
membrana, apresenta uma regido intracitoplasmaética substancial para transdu¢do de sinais do
BCR quando ligado ao antigeno e, € expresso, desde fases precoces da linhagem de células B
(estagio pré-B) podendo ainda ser detectado no estdgio mais diferenciado dessas células — os
plasmocitos (MASON et al., 1999). Com relagdao a marca¢ao dos PEMCs para CD79a, 30/39
amostras aqui estudadas foram positivas (ou 76,9%), porcentagem diferente dos 56,2%
presentes na literatura de referéncia para IHQ de PEMCs (RAMOS-VARA et al., 2007). A
literatura relativa aos PEMCs apresenta dados varidveis; cerca de 80% dessas neoplasias podem
expressar o antigeno CD79a de acordo com outro estudo envolvendo 17 casos e, ndo obstante,
apenas 20 a 60% dos plasmdcitos normais presentes em linfonodos caninos com plasmocitose
sdo imunocorados com CD79a, possivelmente por diferencas fisiologicas que envolvem a
expressdo dessa molécula ou por diferencas intrinsecas na recuperacao antigénica nao uniforme
(SCHRENZEL et al., 1998). Por outro lado, em humanos, a expressao do CD79a é observada
em mais de 60% dos plasmocitomas extramedulares e na maioria dos mielomas multiplos
(KREMER et al., 2005).

Um plasmdcito normal produz apenas um tipo de cadeia leve (kappa ou lambda) de
imunoglobulina e a maioria das espécies domésticas, inclusive os caes, sdo lambda dominantes
numa proporcao de 9 plasmdcitos produtores de imunoglobulinas com cadeias leves lambda
para 1 plasmdcito produtor de cadeias leves kappa (ARUN et al., 1996). No presente estudo,
avaliou-se a expressdo do antigeno de cadeias leves lambda e kappa de imunoglobulina em
todas as neoplasias apenas em cores unicos de tecidos de 2mm no TMA. Apenas 21/35(ou 60%)
dos PEMCs foram imunocorados para cadeias leves lambda de imunoglobulina e nenhuma
amostra de PEMC apresentou imunomarcagdo para cadeias leves kappa.

A imunomarcagao restritiva a cadeias leves lambda de imunoglobulina vai de encontro
com a dominancia de expressao fisiologica de cadeias leves lambda por plasmdcitos caninos
(ARUN et al., 1996). Ha diversas hipdteses para 40% das amostras serem imunonegativas para
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cadeias leves de imunoglobulinas. Como a avaliacdo foi realizada apenas nos cores de amostras
unicas de TMA, € possivel que em um padrao de marcagao nao uniforme/multifocal na amostra
convencional, a drea presente no core ser justamente a ndo marcada. A literatura, porém,
registra que amostras de PEMCs imunonegativas para cadeias leves de imunoglobulina é
varidvel em 6,9% (BRUNNERT, ALTMAN, 1991) a 60% (DAY, 1995). Esse resultado pode
estar relacionado a fixacdo em formalina por tempo prolongado, a ndo producdo de
imunoglobulinas (BRUNNERT, ALTMAN, 1991), a produ¢do apenas de cadeias pesadas de
imunoglobulinas (HOENIG, 1987) e a falhas na recuperacdo antigénica (RAMOS-VARA,
2005).

Além dos PEMC:s, os dois casos de SHCs tiveram fraca a moderada marcacao tanto para
cadeias leves lambda quanto para cadeias leves kappa de imunoglobulina, resultado nao
surpreendente, uma vez que, apesar dos avancos no diagndstico dos plasmocitomas caninos se
basearem principalmente na demonstragcdo de cadeias pesadas e leves de imunoglobulina, esses
marcadores, embora sensiveis, podem ter baixa especificidade devido a adsor¢do inespecifica
de imunoglobulinas nas superficies celulares, internalizacdo de imunoglobulinas-opsoninas por
fagocitos e ligacdo de imunoglobulinas a vérios tipos de células via receptores Fc
(SCHRENZEL et al., 1998).

O CD3 € um hexamero de moléculas de sinalizacao do receptor de células T (TCR) que
€ essencial para o desenvolvimento e ativacdo dos linfécitos T e das respostas imunes a
antigenos estranhos por essas células. No presente estudo, como esperado, nenhum dos PEMCs
apresentou células neoplasicas imunocoradas com CD3, apesar de haver na literatura um caso
de plasmocitoma gastrico canino com expressao aberrante de CD3 e marcacdo concomitante
para CD79a e MUM1 (EHRENSING, CRAIG, 2018). Em uma andlise empirica verificamos
uma quantidade muito maior de linfocitos CD3 positivos infiltrados nos histiocitomas
(aparentemente em regressao ou ndao) do que nos plasmocitomas, mas a infiltracao de células T
em HCCs é bem conhecida (MOORE et al., 1996) e em eventuais casos de ddvidas entre o
diagnostico de PEMC e HCC nao esclarecidas pelo painel imuno-histoquimico convencional,
a andlise do escore de células CD3+ infiltradas nos tumores poderia ser explorada e investigada.

No nosso conhecimento, este € o primeiro relato de detec¢do imuno-histoquimica do
CD123 em plasmocitomas e outros tumores de células redondas caninos. O CD123 corresponde
a cadeia a do receptor de interleucina 3 (RIL-3) (MORETTI et al., 2001). O RIL-3 é um
heterodimero composto por uma cadeia a tUnica de baixa afinidade (CD123) e uma cadeia 3
(CD131) que ¢ comum ao receptor IL-5 e ao receptor do fator estimulador de colonias de
granuldcitos e mondcitos (MIYAJIMA et al., 1993). A 1L-3 € produzida por células T e NK
ativadas (KURZROCK, 2003) e quando ligada ao seu receptor, promove a sobrevivéncia
celular, estimula a proliferacdo e evita a morte celular por apoptose (HARA, MIYAJIMA,
1996).

No estudo piloto, todos os sete PEMCs foram positivos para CD123 nas amostras
convencionais. Por outro lado, dos cinco cores correspondentes presentes na lamina de TMA,
quatro ndo tiveram o mesmo resultado, isto é, foram negativos. Esse resultado no TMA foi
interpretado como falso negativo, uma vez que a marcagdo dessas amostras era heterogénea nas
seccoes inteiras dos tecidos, portanto, as dreas presentes no TMA correspondiam as dreas do
tumor ndo imunocoradas nos cortes convencionais e, possivelmente, se o estudo para este
marcador no TMA fosse feito em duplicata, haveria menos resultados falso negativos e o indice
de perda de amostras seria menor. Contudo, mesmo com a evidente submarcacido no TMA, ao
todo, 13 de 36 (ou 36,1%) cores de PEMCs apresentaram forte expressdo do antigeno CD123
na [HQ e houve marcacio em todos os tipos morfologicos de PEMC:s.

Embora a submarcacdo no TMA tenha impedido uma andlise mais criteriosa quanto a
porcentagem real de tipos morfolégicos imunocorados para CD123, ao juntar o resultado da
marcagio dos sete casos imunopositivos do estudo piloto com os doze novos casos positivos no
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TMA, dezenove amostras foram imunomarcadas. Destas, 7 eram do tipo clivado, 5 do tipo
maduro, 4 do tipo polimorfoblastico, 1 do tipo assincrénico, 1 do tipo monomorfoblastico e 1
do tipo hialino. Esse resultado, em parte, pode estar associado ao maior nimero de casos do
tipo clivado (12), maduro (7) e polimorfoblastico (7); entretanto, o tipo monomorfoblastico com
nove amostras, cursou com apenas um caso positivo, o que pode indicar um possivel menor
escore de células positivas para este tipo morfolégico de PEMC ou até mesmo um maior indice
real de casos negativos.

Devido ao fato do CD123 ser superexpresso em células dendriticas plasmocitoides e
também na neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas humanas (BUELENS et
al., 2002), foi levada em consideracao a hipétese dos PEMCs serem de linhagem dendritica
linfoide (células dendriticas plasmocitoides), todavia, em humanos, as células dendriticas
plasmocitoides sdo negativas para marcadores convencionais de células B, células T e células
mieldides ou mielomonociticas, como CD3, CDI11c, CD20, CD34, CD79a, lisozima e
mieloperoxidase (SALVA et al., 2014). Além disso, a propria literatura demonstra que ha
dificuldade em se fechar um painel especifico para essas células, uma vez que, os marcadores
utilizados, inclusive o CD123, sdo expressos por outros tipos celulares neopldsicos ou nao,
entretanto parece que o marcador CD303, quando expresso, pode ser restrito a linhagem de
células dendriticas plasmocitoides (BOIOCCHI et al., 2013).

Atualmente, com base no que se conhece na literatura veterindria, é praticamente
consenso de que os PEMCs sdo origindrios de células B e que mais ndo seriam do que uma
variante de neoplasias plasmocitarias, mesmo porque hé relatos de sua evolu¢@o para mieloma
multiplo, tanto em humanos, quanto em caes.

E importante ter-se em mente, contudo, que nao s6 ha muitos dados controversos e
aspectos obscuros referentes aos PEMC, sobretudo no que diz respeito a epidemiologia, a
morfologia e a imunofenotipagem, como também nada se sabe acerca da morfologia e fisiologia
das células dendriticas plasmocitdéides em caes; a possibilidade de os PEMC serem originarios
ou constituidos por células dendriticas plasmocitoides neoplasicas deveria ser investigada
(PEIXOTO, FRANCA, 2020, comunicagdo pessoal) em funcio das seguintes constatacdes :

1) Células dendriticas plasmocitéide em humanos podem apresentar duas faces:
plasmocitéide e dendritica (SOUMELIS, LIU, 2006). De fato, em humanos discute-
se a dificuldade de reconhecé-la devido a sua plasticidade morfoldgica, funcional e
imunofenotipica.

2) Em camundongos, as células dendriticas plasmocitéides expressam o antigeno
B220, um marcador de células pré-B e B maduras (ALCULUMBRE et al., 2019).

3) A estreita ligacdo na histogénese entre as células dendriticas plasmocitoides e a
linhagem de células B, de vez que uma subpopulacdo de células dendriticas
plasmocitoides humanas e murinas sdo originadas a partir de precursores linfoides
B.

4) Independentemente da(s) célula(s) especifica(s) que dao origem aos PEMC(s), ou a
sua contraparte humana (plasmocitoma extramedular), as diferencas
epidemioldgicas e clinicas dessa neoplasia em relagdo aos mielomas indicam a
necessidade de melhor estudarem-se esses aspectos.

Por fim, deve ser considerado que as células dendriticas plasmocitoides de ratos
expressam o gene de ativacao de recombinagdo (RAGs) e abrigam o rearranjo de IgH D-J, uma
caracteristica de células de linhagem B (revisado por ALCULUMBRE et al., 2019). Dessa
forma, estudos morfolégicos (histolégicos e ultraestruturais) e imuno-histoquimicos (emprego
de outros anticorpos como CD303, CD4 e CD56, entre outros) adicionais deveriam ser
realizados para a melhor caracterizacao da célula dendritica plasmocitéide em caes. Inclusive
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para verificar se esta célula em cdes apresenta papel tdo importante como em neoplasias,
autoimunidade, alergia e infec¢des viricas humanas (ALCULUMBRE et al., 2019).

Outro fator que refutaria a possibilidade de os PEMCs serem de linhagem dendritica
plasmocitoide com base na marcacdo pelo CD123, é que as células nao neopldsicas com
morfologia plasmocitoide, apresentaram forte marcagdo citoplasmaética para o antigeno CD123.
Estas células foram interpretadas como plasmoblastos, pré-plasmdécitos e plasmdécitos maduros
pois, além da morfologia caracteristica, localizavam-se majoritariamente nos cordodes
medulares do linfonodo e nos corddes esplénicos, locais reconhecidos fisiologicamente como
de plasmdcitos e seus precursores (FOOKSMAN et al., 2010). Além da morfologia e locais
fisiolégicos de plasmocitos, essas células expressaram fortemente um imunofendtipo
condizente com a linhagem linfoide-plasmocitica CD79+, MUM1+, cadeia leve kappa ou
lambda de imunoglobulina +, CD3-, Ibal- (KYRIAZIDOU et al., 1989; RAMOS-VARA et al.,
2007; STILWELL, RISSI, 2018). Por outro lado, as células dendriticas plasmocitoides
humanas, apesar de circularem no sangue e nos 6rgaos linfoides e acumularem-se em infiltrados
inflamatérios de determinadas enfermidades (CHEN et al., 2019), fisiologicamente estdo
localizadas em dreas timo-dependentes, no caso do linfonodo, na regido paracortical (OLWEUS
et al., 1997).

A surpreendente expressao do CD123 em plasmdcitos e PEMCs, pode ter fundamentos
que necessitam ser profundamente explorados. Sabe-se que a IL-3 estd envolvida na
proliferacdo e maturacdo de células B humanas (TADMORI et al., 1989; XIA, CHOI, 1992).
Por outro lado, a deteccao da expressdao do CD123 através de citometria de fluxo em amostras
de medula 6ssea humana, foi observada em precursores de células B (hematogdnias) e em
linfécitos B maduros CD19+, mas somente quando proximos a uma populacdo de hematogdnias
(NAGWA et al., 2009). O CD123 € expresso em uma variedade de neoplasias hematoldgicas
humanas como a neoplasia de células dendriticas plasmocitéides blésticas, leucemia mieldide
aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieldide cronica, linfoma de Hodgkin e
leucemia de células cabeludas (revisado por TESTA et al., 2014) e também em neoplasias
humanas de mastécitos (PARDANANI et al., 2015), além de também ser positivo em basdéfilos
murinos (TORRERO et al., 2009).

De outra forma, a existéncia de marcadores comuns a essas duas linhagens, nao € tio
surpreendente assim, uma vez que hé, ao menos em parte, estreita ligagdo na histogénese entre
as células dendriticas plasmocitoides e a linhagem de células B, tendo em vista que uma
subpopulacgdo de células dendriticas plasmocitoides humanas e murinas sdo originadas a partir
de precursores linfoides B (REIZIS, 2019). Nesse cendrio, assim como o CD123 pode ser um
marcador comum a estagios do desenvolvimento de células B (NAGWA et al., 2009) e a células
dendriticas plasmocitoides (BUELENS et al., 2002), outro antigeno, o SPI-B (um fator de
transcri¢do), estd envolvido na histogénese destas duas linhagens celulares. A indugdo da
expressao do SPI-B em células progenitoras CD34+ humanas favorece o desenvolvimento de
células dendriticas plasmocitoides e prejudica o desenvolvimento de células B, T e NK. De
maneira diversa, a inibicdo do SPI-B em progenitores CD34 * resulta em uma forte inibi¢do do
desenvolvimento de células dendriticas plasmocitoides e estimula o desenvolvimento de células
B e células miel6ides CD14 * (SCHOTTE et al., 2004). Ndo obstante, em camundongos, o SPI-
B € essencial para a expansdo de células B dependente de antigeno, respostas imunes T
dependentes e formagdo de centros germinativos (SU et al., 1997). O SPI-B também esta
envolvido no controle negativo da diferenciacdao de linfécitos B para plasmdcitos e, € um
marcador bastante sensivel para neoplasias de células dendriticas plasmocitoides bldsticas
cutaneas humanas (MONTES-MORENO et al., 2013).

O motivo dos sarcomas histiociticos terem apresentado imunomarcagao para o CD123
e os histiocitomas cutaneos ndo, pode estar relacionado ao fato das células dessas neoplasias
terem origens em linhagens celulares dendriticas distintas, o que reflete em diferencas
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fisiologicas e na expressdao de moléculas (MOORE, 2014). No presente estudo, na 1amina de
TMA, foi possivel avaliar apenas uma amostra de MCC e duas de SHC para marcagao do
CD123. As duas linhagens neopldsicas apresentaram marcagdo citoplasmética para o referido
antigeno, sendo de intensidade moderada no MCC e forte nos SHCs. Em virtude do reduzido
nimero de casos de MCC e SHC testados, estudos futuros empregando este anticorpo também
devem ser realizados nessas neoplasias.

O fato do MCC e dos SHCs apresentarem imunomarcagdo com CD123, pode ter relacio
com a expressdo do CD123 durante a diferenciagdo hemopoiética, pois ha evidéncias de que
esse receptor € expresso na maioria dos progenitores hemopoiéticos e sua expressdo €
rapidamente perdida durante a diferenciacdo eritréide e megacariocitica, moderadamente
diminuida durante a diferenciacdo monocitica e € sustentada na linhagem granulocitica (TESTA
et al., 1996; TESTA et al., 2014). A expressdao do RIL-3 aumenta durante os estidgios iniciais
da diferenciacdo granulocitica e monocitica e € mantida até os estdgios finais da maturacgao,
enquanto na linhagem eritroide e megacariocitica € expresso transitoriamente apenas durante
os estdgios iniciais da diferenciacdo e posteriormente desaparecem (MILITI et al., 2000).

Acreditamos que € promissora a expressao do antigeno CD123 no PEMC, MCC e nos
SHCs, uma vez que o CDI123 vem sendo bastante estudado na medicina humana como
biomarcador e alvo terapéutico para varias neoplasias hematoldgicas, inclusive, um
medicamento composto por uma toxina da difteria geneticamente modificada fusionada com a
IL-3, mostrou atividade eficaz e estd em fase de testes clinicos para o tratamento de neoplasias
hematoldgicas. Além deste medicamento, diferentes anticorpos monoclonais direcionados
contra CD123 estao sendo avaliados como farmacos antileucémicos, mostrando resultados
promissores para o tratamento de leucemias (TESTA et al., 2019).

Notamos que em alguns casos houve marcacdo com CD123 de células endoteliais,
principalmente as venulares, mas em um padrdo heterogéneo. Esse resultado, vai de acordo com
o padrdo de expressdao para esse marcador em tecidos humanos, uma vez que na medicina
humana a expressdo do CD123 parece ser bastante especifica para células hematopoiéticas, mas
também ocorre em subconjuntos de células endoteliais (EHNINGER et al., 2014), uma vez que
atividade biologica da IL-3 ndo se limita apenas ao sistema hematopoiético, mas se estende
também a linhagem endotelial, onde atua como estimulador da proliferacao celular endotelial
(BRIZZI et al., 1992).

O fato de PEMCs superexpressarem o CD123 que € uma subunidade do recepetor de
interleucina 3, pode corroborar com a hipétese de que a inflamagao cronica esta envolvida na
patogénese dessa neoplasia em caes, uma vez que em um estudo observou-se que a maioria dos
casos de plasmocitomas orais caninos apresentava indicios morfoldgicos de inflamacgdo cronica
leve persistente em suas adjacé€ncias e na imuno-histoquimica esse mesmo estudo demonstrou
a presencga de numerosas células T ativadas e macrofagos / células dendriticas infiltradas nos
plasmocitomas (SCHRENZEL et al., 1998). Nesse contexto, sabe-se que a IL-3 € produzida
principalmente por células T ativadas e promove a sobrevivéncia celular, estimula a
proliferagdo e evita a morte celular por apoptose (HARA, MIYAJIMA, 1996).

De maneira geral, acreditamos que este trabalho com o marcador CD123 € apenas o
inicio de um universo a ser explorado, tendo em vista que o estudo é pioneiro em neoplasias
caninas e j4 apresenta resultados que podem direcionar diversas pesquisas futuras. Além disso,
de maneira geral, os padrdes de expressdo do receptor de IL-3 alfa (CD123) nas células B
normais e nas neoplasias precursoras de células B ndo estdo totalmente caracterizados na
literatura (HASSANEIN et al.,, 2009). A expressio do CDI123 em plasmdcitos normais,
mastocitos e “histiocitos” neopldsicos no presente estudo, além de demonstrar que esse
marcador, nao € especifico para células dendriticas plasmocitoides caninas, também pode
fornecer uma base para a pesquisa de eventos normais na maturacao de células B e da possivel

38



expansao neopldsica mediada pela interleucina 3 em plasmocitomas, mastocitomas e sarcomas
histiociticos caninos.

O tnico estudo com o marcador CD123 em tecidos de animais domésticos que
encontramos na literatura, evidencia a necessidade de se investigar a morfologia, fisiologia e o
imunofendtipo de células dendriticas plasmocitoides caninas, uma vez que essas células foram
investigadas quantitativamente em neoplasias mamadrias caninas com base apenas no
imunofenétipo CD123+ (ROSOLEM et al., 2015). Nesse contexto, pode ter havido uma
sobrecontagem de células CD123+ por reacdo cruzada com plasmdctios ou seus precursores,
ainda mais pelo fato do marcador utilizado no referido estudo ser policlonal. Além disto,
caracterizar o imunofenétipo das células dendriticas plasmocitoides caninas, pertmitird o estudo
quantitativo destas células em doencas como o Lipus eritematoso canino, em que estas células
estdo reconhecidamente envolvidas na patogénese da doengca humana, sdo alvos de agentes
farmacoldgicos que vém sendo desenvolvidos e também servem como auxilio de diagndstico e
prognostico da doenca (CHEN et al., 2019). As células dendriticas plasmocitoides também sdo
muito conhecidas como importantes mediadoras das respostas imunes antivirais por secretarem
grandes quantidades de interferon do tipo 1 e, ao que parece, sdo essenciais para a diferenciacao
de plasmoblastos ndo secretores de imunoglobulinas em plasmdécitos secretores de
imunoglobulina em respostas antivirais (JEGO et al., 2003).

Por fim, a0 menos em parte, esse estudo s6 foi possivel de ser executado devido a técnica
de TMA que além de permitir a andlise de dezenas de amostras em uma Unica lamina
histolégica, gerou economia de reagentes, reducdo de gastos, redu¢do do tempo de andlise e
reducdo na variabilidade dos resultados. Apesar disso, em parte pela inviabilidade financeira
que impediu a andlise em duplicata para alguns marcadores gerou um nimero considerado de
casos falso negativos, mas isso ja € conhecido como o principal problema na aplicacdo dessa
tecnologia, principalmente devido a heterogeneidade da maioria das se¢des tumorais (RAMOS-
VARA, 2005). Mas de maneira geral, o TMA mostrou-se uma ferramenta bastante ttil para a
avaliagao dos marcadores MUM e CD79a nas amostras de PEMCs e HCCs e os marcadores
CD79a e CD3 nos linfomas caninos, pois o indice de correlacio entre os resultados obtidos nas
secdes de tecidos convencionais € nos cores de 2mm em duplicata foi excelente (100%) para
esses marcadores, certamente, pelo padrao de marcagdo difuso e uniforme nessas neoplasias.
Embora nesses casos apenas um core de 2mm fosse suficiente para verificar a marcagdo, a
duplicata foi importante para casos de perda de material durante as etapas da IHQ e para dreas
onde um dos cores ndo apresentava tecido tumoral. Por outro lado, em neoplasias cuja
imunomarca¢do nao € uniforme, como o CD123 nos PEMCs a andlise de amostras no TMA
com apenas um core de 2mm ndo foi representativa, gerando grande nimero de casos falso
negativos de acordo com o comparado no estudo piloto.
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6 CONCLUSOES

O anticorpo MUMI1 € muito eficiente para detectar (positivo em 89,7% dos casos) e
diferenciar PEMCs de neoplasias histiociticas e é mais sensivel e especifico do que o
CD79a para os PEMCs

A andlise dos marcadores CD79a e MUMI1 em cores duplos de 2mm no TMA teve
100% de correlagdo com os resultados obtidos nos cortes histolégicos convencionais de
PEMC:s e nos HCCs, assim como os anticorpos CD3 e CD79a para os linfomas, o que
indica que o estudo desses marcadores através do TMA para essas neoplasias pode ser
de grande valia, com bons resultados, economia de custos e recursos humanos.
Linfomas de células T podem expressar MUMI, entretanto a incidéncia dessa expressao
deve ser estudada em uma série maior de casos.

A sensibilidade do anticorpo de cadeia leve lambda de imunoglobulina foi de 58,8%
para detectar PEMCs em cores Gnicos de TMA.

O anticorpo Ibal é muito sensivel (100%) e especifico para HCCs e SHCs.

Em uma andlise preliminar, a sensibilidade do anticorpo CD123 para detectar PEMCs
foi de 100% em secdes de tecidos inteiros, mas o padrdao de marcagdo € heterogéneo na
maiora dos casos (6/7).

Na andlise de TMA com cores tnicos de 2mm a sensibilidade do anticorpo CD123 para
deteccao de PEMC:s foi de 37,1% com ocorréncia de falso negativo em 5 de 6 amostras,
o que indica que houve elevada submarcacao.

O CD123 ¢€ expresso por PEMCs, MCCs, SHCs, mas ndo em HCCs. A sensibilidade
desse anticorpo para essas e outras neoplasias deve ser investigada em sec¢des de tecidos
convencionais, uma vez que houve grande submarcagdo nos cores de PEMCs presentes
no TMA.

O CD123 € expresso por plasmoécitos normais caninos € provavelmente células
dendriticas plasmocitoides. Células endoteliais de cdes também expressam
heterogeneamente esse marcador como ocorre em humanos.

O anticorpo anti-CD123 precisa ser investigado nos tecidos normais e neopldsicos de
cdes, a fim de melhor caracterizar as células dendriticas plasmocitoides nessa espécie.
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ANEXO A

A - Dados das amostras de LCs, SHCs e MCC:s.

Dados das amostras de linfomas.

RG Diagnéstico H.E Raca Idade Local Imunofenétipo Origem

107/17 Linfoma cutineo ndo SRD 13 NI - subcutineo CD3+, MUM1+, CD79- Biopsia

epiteliotrépico — anaplasico anos K-, A-, CD123-, Ibal-

469/17 Linfoma cutineo Poodle NI Muiltiplos focos CD3+, MUMI1-; CD79- Biopsia

epiteliotrépico — tipo por todo o corpo K-, -, CD123-, Ibal-
reticulose pagetdide

480/16 Linfoma difuso de grandes NI NI Linfonodo CD3-, MUMI1-, CD79+ Biopsia
células- centroblastico K-, A-, CD123-, Ibal-

832/17 Linfoma cutineo nao Pit Bull 7 anos | Membro - CD3+, MUM1-, CD79- Biopsia
epiteliotrépico subcutineo K-, A-, CD123-, Ibal-

Linfoma subcutineo ndo NI NI NI - subcutineo CD3+, MUM1-, CD79- Biopsia

880/16 epiteliotrépico K-, A-, CD123-, Ibal-

883/17 Linfoma difuso de grandes NI NI Linfonodo CD3-, MUM1-, CD79+ Biopsia
células —centroblastico K-, A-, CD123-, Ibal-

1000/17 | Linfoma cutianeo nao SRD 10 Gradil costal e CD3-, MUM1+, CD79+ Biopsia
epiteliotrépico anos lombar - K-, A-, CD123-, Ibal-

subcutineo

1282/17 | Linfoma difuso de grandes Labrador 6 anos | Linfonodo CD3-, MUMI-, CD79+. Biopsia

células - centroblastico submandibular K-, A-, CD123-, Ibal-
Dados das amostras de sarcomas histiociticos.

RG Diagnéstico H.E./Local Raca Idade Tamanho Imununofenétipo Origem

35647 Sarcoma histiocitico | Rotteweiler 9 anos Varidvel de 0,5 a | Ibal+, CD123+, x+, | Necropsia
metastatico (bago, linfonodos, 12cm A+, CD3-. CD79-,
musculatura e pulméo) MUM-.

34861 Sarcoma histiocitico | Golden 5 anos 11x7x6¢cm Ibal+, CD123+, k+, Biopsia
metastatico Retriever A+, CD3-. CD79-,
(subcutaneo/musculatura e MUM-.
linfonodo)

Dados das amostras de mastocitomas cutaneos.

RG Diagnéstico H.E. e toluidina | Raca Idade Tamanho Imununofenétipo Origem
/Local

35986 Mastocitoma alto grau | Pit Bull 9 anos | Varidvel de 4 a 7 | CD123+, Ibal-, k-, A- | Biopsia
(Kiupel, 2011) — Multiplos cm ,  CD3-. CD79-,
nédulos na pele e linfonodo MUM-.

35920 Mastocitoma cutidneo alto | SRD 4 anos 6 cm CD123%*, Ibal-, k-, A- | Biopsia
grau (Kiupel 2011) — Pele e ,  CD3-. CD79-,
linfonodo axilar MUM-.

*Amostra ndo avaliada para o marcador por ter sido perdida no TMA.; NI =

Nao informado.
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B - Mapa do TMA.

ANEXO B
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ANEXO C

C - Marcacao de cadeias leves de imunoglobulinas em SHC.

A B

Subcutianeo, cao. Sarcoma histiocitico (metastatico). A) Corddes de células neopldsicas redondas com
moderada anisocitose, anisocariose que dissecam o estroma fibroso reativo infiltrado por polimorfonucleares.
H.E., obj.40x. B) Células neopldsicas com citoplasma fraca a moderadamente imunocorado. IHQ, cadeia leve A
de imunoglobulina, obj.40x. C) Células neopldsicas com citoplasma fraca a moderadamente imunocorado. IHQ,
cadeia leve k de imunoglobulina, obj. 40x. D) As células neoplasicas t€m moderada imunomarcacido do
citoplasma. ITHQ, Ibal, obj.63x. Detalhe no canto direito inferior: células neopldsicas imunopositivas para
CD123.
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ANEXO D

D - Expressao do CD123 em MCC.

Pele, cao. Mastocitoma cutineo alto grau (metastatico). A) Corddes de células neoplasicas redondas com moderada anisocitose e anisocariose, estroma fibrovascular muito
escasso. H.E., 0bj.40x. B) As células neoplasicas apresentam forte marcagio citoplasmatica. IHC para CD123, obj.63x. Detalhe no canto superior direito para marcagéo difusa
no core de TMA. IHC para CD123, obj.5x.

54



ANEXO E

E - Expressdao do CD123 em plasmdcitos no bago canino.

Baco, cao. Hiperplasia linfoide. A) Nota-se considerdvel nimero de plasmdcitos como imunoblasto (seta azul) representado por uma célula redonda, grande, com citoplasma
escasso e nucléolo evidente; plasmoblastos em diferentes estdgios (setas vermelhas) com nicleo redondo central ou excéntrico e cromatina grosseira; pro-plasmdcitos ou
plasmdcitos jovens (setas pretas) com caracteristicas bem semelhantes a de plasmécitos maduros, porém com nucléolo evidente, nicleo moderadamente excéntrico e por vezes
com vactolo intracitoplasmatico; plasmoécitos maduros (setas amarelas) nucleo excéntrico, sem nucléolo evidente, heterocromatina periférica em “face de relégio” ou “roda de
carroga”; plasmocito binucleado (seta branca). H.E., obj.63x. B) A maioria das células com morfologia plasmocitica sdo fortemente imunomarcadas. IHQ, CD123, obj.63x.
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F - Infiltrado inflamatério com plasmécitos CD123+.

A

B

ANEXO F

Pele, cao. Infiltrado inflamatério linfo-plasmocitico periductal nas adjacéncias de uma proliferacao histiocitica. A) Infiltrado inflamatério mononuclear composto por
linfécitos e plasmécitos ao redor de um ducto glandular. H.E., obj.40x. B) Maior parte das células linfociticas e plasmociticas apresentam forte marcagdo de membra e
citoplasma. IHQ, CD79a, obj.40x. C) Os plasmdcitos mais diferenciados apresentam forte marcagdo de citoplasma e membrana. IHQ, CD123, obj.63x - detalhe no canto inferior

direito mesmo campo em menor aumento. obj.20x
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