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RESUMO

NASCIMENTO, Karla Geovanna Pereira. Avaliacdo imuno-histoquimica de células
CD123+ em linfonodos de espécies animais. 2026. 57p. Dissertagao (Mestrado em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria -
Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2024.

As células dendriticas plasmocitoides (pDCs) constituem um subgrupo de células dendriticas
precursoras presentes no sangue periférico e em orgaos linfoides. Essas células sdo identificadas
pela alta expressdo do receptor da cadeia o da Interleucina 3 (IL-3Ra) e produzem grandes
quantidades de Interferon tipo I (IFN-I), mediando a resposta imune. Na imuno-histoquimica,
o marcador utilizado para a deteccdo desse tipo celular é o anticorpo anti-CD123. As pDCs
tornaram-se alvo de estudos na medicina humana para o diagndstico e o desenvolvimento de
terapias antitumorais de neoplasias de origem hematolédgica, processos inflamatorios e doencas
autoimunes; pouco se sabe na medicina veterinaria sobre a existéncia das células dendriticas
plasmocitoides e sua distribuicao em tecido linfoide normal. Em caes, ha apenas um trabalho
que empregou o anticorpo anti-CD123 para imunomarcacao de pDCs em tumores mamarios de
cadelas, associando a sua presen¢a com um pior prognostico tumoral para essa espécie. Dessa
forma, o estudo teve como objetivo verificar a eficiéncia do marcador para a detecgao de células
CD123+ em linfonodos de caes, gatos, bovinos e equinos e se, nessas espécies, a distribui¢cdo ¢
similar a observada em humanos. Realizou-se exame imuno-histoquimico com anticorpo anti-
CD123 monoclonal e policlonal em 10 amostras de linfonodos das espécies bovina, felina e
canina, e em 5 amostras da espécie equina. Os resultados obtidos com o anticorpo monoclonal
ndo foram satisfatorios. J4 com o anticorpo policlonal, células CD123+ foram evidenciadas
agrupadas ou individualizadas de forma predominante no paracortex de todas as amostras de
caninos (10/10) e em aproximadamente todos os linfonodos de bovinos (8/10). Na espécie felina
os resultados foram negativos em todas as amostras, € em equinos os resultados foram
desconsiderados pela presenca acentuada de hemossiderina. Concluiu-se que o CD123 ¢ um
marcador valido para uso em caninos e bovinos e que estas células, assim como em humanos,
distribuem-se mais frequentemente na regido paracortical do linfonodo.

Palavras-chave: CD123, células dendriticas plasmocitoides, imunopatologia.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Karla Geovanna Pereira. Immunohistochemical evaluation of CD123+ cells
in lymph nodes of animal species. 2026. 57p. Dissertation (Master's Degree in Veterinary
Medicine). Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2024.

Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) constitute a subgroup of precursor dendritic cells found in
peripheral blood and lymphoid organs. These cells are characterized by the high expression of
the Interleukin-3 a-chain receptor (IL-3Ra) and their capacity to produce large amounts of type-
I Interferon (IFN-I), thereby orchestrating the immune response. The anti-CD123 antibody is
the standard marker used for pDC detection in immunohistochemistry. While pDCs are a major
focus in human medicine for the diagnosis and development of antitumor therapies against
hematological malignancies, inflammatory processes, and autoimmune diseases, their existence
and distribution in normal lymphoid tissue remain poorly understood in veterinary medicine. In
dogs, only one study has utilized anti-CD123 antibodies for the immunolabeling of pDCs in
mammary tumors, linking their presence to a worse prognosis. This study aimed to evaluate the
efficiency of the anti-CD123 marker for detecting CD123+ cells in the lymph nodes of dogs,
cats, cattle, and horses, and to determine if their distribution in these species is comparable to
that observed in humans. Immunohistochemical analysis was performed using monoclonal and
polyclonal anti-CD123 antibodies on 10 lymph node samples from bovine, feline, and canine
species, and 5 samples from the equine species. The results obtained with the monoclonal
antibodies were unsatisfactory. However, using polyclonal antibodies, CD123+ cells were
predominantly observed, either grouped or individually, in the paracortex of all canine samples
(10/10) and in most bovine lymph nodes (8/10). Results were negative in all cat samples. Equine
samples were excluded from the final evaluation due to the marked presence of hemosiderin.
In conclusion, CD123 is a valid immunohistochemical marker for pDCs in canines and bovines.
Furthermore, these cells are most frequently distributed in the lymph node paracortical region,
a pattern consistent with findings in humans.

Key-words: CD123, plasmacytoid dendritic cells, immunopathology.
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1 INTRODUCAO

Na medicina veterinaria, os estudos relacionados a imunopatologia tém avancado nos
ultimos anos, sobretudo devido a importincia dessa resposta no entendimento do
desenvolvimento, controle e tratamento de doengas autoimunes e neoplasias. Pouco se sabe
sobre a existéncia das células dendriticas plasmocitoides (pDCs) e sua distribuicao nos tecidos
linfoides dos animais, com a literatura contendo apenas um trabalho que utilizou o anticorpo
anti-CD123 com imunomarcagdo de pDCs em tumores mamadrios de cadelas (ROSOLEM,
2013). O CDI123 — ou cadeia alfa (o) do receptor da Interleucina 3 (IL-3), ¢ um marcador
altamente sensivel utilizado na identifica¢ao das pDCs, porém pouco especifico por se associar
a outras células do sistema imunolégico e a células endoteliais. Notadamente, as pDCs tém sido
alvo de pesquisas na medicina humana devido ao seu papel em doengas autoimunes, infec¢des
virais e condi¢des inflamatorias, e para o diagndstico ¢ o desenvolvimento de terapias
antitumorais de neoplasias de origem hematoldgica, como a neoplasia de células dendriticas
blasticas plasmocitoides, leucemia mieloide aguda, as leucemias linfoblasticas de células B e
leucemia de células pilosas.

Dessa forma, o objetivo deste estudo consiste em comprovar se esse marcador ¢
eficiente para imunomarcagdo de células CD123+ em linfonodos de caes, gatos, bovinos e
equinos e, se nessas espécies, as distribui¢des das células imunomarcadas sao similares as
observadas em humanos. Acredita-se que esses resultados possam embasar estudos futuros
acerca da presenca ¢ atuacao dessas células em doengas autoimunes, infecgdes virais e
neoplasias, assim como ocorre em humanos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células Dendriticas

As células dendriticas (DCs) representam uma populagdo celular heterogénea
originadas de células-tronco hematopoiéticas pluripotentes produzidas na medula 6ssea e com
ampla distribuicdo em 6rgdos linfoides e nao linfoides. Foram observadas e identificadas pela
primeira vez em 1973 por Steinman ¢ Cohn em 6rgaos linfoides periféricos de camundongos,
e nomeadas a partir da palavra ‘déndron’ (arvore em grego), devido as suas ramificagdes
citoplasmaticas semelhantes a galhos (STEINMAN, COHN, 1974). Sao renovadas
constantemente devido ao curto tempo de sobrevida a partir de sua chegada aos tecidos linfoides
para interagdo com as células T (STEINMAN, 1991; SHORTMAN; NAIK, 2007). Alguns
experimentos revelaram que as DCs também sdo geradas a partir de precursores de células T
imaturas do timo ou de progenitores linfoides da medula 6ssea — que sdo capazes de se
diferenciarem em células T, B e NK — que sugere uma via linfoide envolvida na produg¢ado deste
tipo celular (SAUNDERS et al., 1996).

Em humanos, as DCs sdo geradas a partir de células tronco hematopoiéticas
pluripotentes CD34+ (HSC) (ROSOLEM et al., 2015) que, por sua vez, diferenciam-se em
célula progenitora linfoide comum (CPLC) e em célula progenitora mieloide comum (CPMC).
A CPLC origina as DCs da linhagem linfoide ou plasmocitoide (pDCs), e as CPMCs produzem
as células dendriticas da linhagem mieloide ou convencional (cDCs), que compreendem as
células de Langerhans, células dendriticas intersticiais e cé€lulas dendriticas derivadas de
monocitos (Figura 1) (ROSSI; YOUNG, 2005). As linhagens celulares podem ser subdivididas
a partir de seus marcadores de superficie — com ambas as linhagens expressando altos niveis de
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CD11c, Moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe [T (MHC-II) e CD86
e CD40 —, padroes de migracao, producao de citocinas, localizacdo, fungdo imunoldgica e a
formagdo a partir de estimulo infeccioso ou inflamatorio (STEINMAN, 1991; SHORTMAN;
NAIK, 2007; WU; LIU, 2007).
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Figura 1. Esquema demonstrando a formacgdo de células dendriticas a partir das células tronco
hematopoiéticas pluripotentes CD34+ (HSC), que ddo origem a células precursoras da linhagem
convencional ou mieloide e também da linhagem linfoide. A partir das células progenitoras mieloides,
apos estimulo inflamatério para maturagdo e ativacdo, sdo formadas células de Langerhans (LCs),
células dendriticas intersticiais (IDCs) e células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs). Ja apos
ativagdo das células progenitoras linfoides, sdo geradas as células dendriticas plasmocitoides (pDCs).
Durante o periodo de ‘steady state’, a populagdo residente de DCs imaturas sdo encontradas em tecidos
como epitélio e mucosa (precursor de LCs), derme e intersticio (precursor de IDCs), e também no sangue
periférico (precursor de moDCs e pDCs) (YOUNG; MERAD, HART, 2007).

As DCs sao denominadas células apresentadoras de antigeno (APCs) a partir da sua
principal funcdo, além desempenharem um papel na ativacdo de linfocitos T naive apds a
estimulo por microrganismos e migragdo para areas dependentes de células T em orgaos
linfoides, onde se ligam a células T antigeno-especificas, tornando-as cruciais para a resposta
imune inata e adaptativa e manutencao da autotolerancia. Estao presentes na sua forma imatura
em diversos oOrgdos e tecidos onde realizam a captura e processamento de antigenos, e
expressam altos niveis de receptores para quimiocinas como CCR1, CCRS5 e CCR6, e baixos
niveis de CCR7 e MHC-II. O processo de maturagdo das DCs constitui na ativacao de fatores
de transcrigao, expressao de marcadores de superficie como MHC-II e secre¢ao de moléculas
estimulatérias como CD40, CD80, CD86 ¢ CCR7. Os subtipos de DCs (células dendriticas
plasmocitoides, células de Langerhans e células dendriticas derivadas de mondcitos) atuam
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pontualmente como APCs durante processos inflamatorios apds estimulos por citocinas
especificas (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998;
CELLA et al., 1999; KAH-WAI et al. 2006; CONTI, et al., 2014; MURPHY et al., 2014).

De forma geral, as DCs atuam como sentinelas nos tecidos periféricos, onde alertam o sistema
imunoldgico sobre patdogenos circulantes para, posteriormente, incitar respostas imunes em
orgaos linfoides secundarios, € ainda desempenham um papel adjuvante na indugao de
crescimento e fungdo efetora das células (STEINMAN, 1991; BACHEREAU; STEINMAN;
1998; BACHEREAU et al., 2000; COLONNA et al., 2004). Murphy et al. (2014) cita que,
assim como os neutrofilos e macrofagos, as DCs também fagocitam e degradam patdgenos,
eliminando-os do organismo.

No grupo das células dendriticas da linhagem convencional estdo as células dendriticas
de Langerhans (LCs) ou epidermais, células dendriticas intersticiais (IDCs) e as células
dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs) ou inflamatorias. As células de Langerhans foram
observadas pela primeira vez na camada supra basal do epitélio escamoso por Langerhans
(1868), e atualmente sdo descritas presentes em locais com interface para o meio externo, como
a camada espinhosa da epiderme e mucosas, onde ocorre o primeiro contato de antigenos com
células responsaveis pela resposta imunologica e inicio de sua atuagdo como sentinela do
sistema imune, identificando e fagocitando microrganismos invasores. Apos o contato com
antigenos, migram através do sistema linfatico para os linfonodos regionais onde completam
seu processo de maturagdo, quando perdem suas organelas citoplasmaticas denominadas de
granulos de Birbeck, adquirem morfologia dendritica caracteristica e, por fim, tornam-se
capazes de instruir os linfocitos T naive (SANTOS et al., 2010; ZANNA et al., 2021). O padrao
de migragao exibido por esse tipo celular ¢ distinto do descrito nas células dendriticas, que se
deslocam de tecidos periféricos para tecidos linfoides secundarios através dos vasos linfaticos
aferentes (CELLA et al., 1999).

Por sua vez, as células dendriticas intersticiais (IDCs) residem nos tecidos subepiteliais
da derme e intersticio de 6rgaos solidos, expressam pequena quantidade de MHC-II e sdo
capazes de capturar e apresentar antigenos, porém, ndo interagem diretamente com células T
(SHORTMAN; LIU, 2002; ROSSI; YOUNG, 2005; CONTI et al., 2014). Ja as células
dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) ou inflamatorias, foram descritas pela primeira
vez em um experimento que descreveu uma linhagem de DCs derivadas de mondcitos
sanguineos através do uso de Fator Estimulador de Colonias de Granuldcitos e Macrofagos
(GM-CSF) e Interleucina 4 (IL-4). Sao derivadas de um progenitor mieloide, e sdo importantes
na resposta imune por ofertarem uma ampla gama de APCs, que podem efetivamente iniciar
uma resposta imune adaptativa (ZANNA et al., 2021). Observou-se que as moDCs preservam
a capacidade de capturar e processar antigenos, assim como as c¢lulas dendriticas imaturas in
vivo, e se encontram no tecido epitelial em sua forma imatura e migram através da linfa aferente
mediante a estimulos para as areas ricas em células T nos linfonodos, onde se tornam maduras
e secretam Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) em resposta a patdgenos e outros agentes
inflamatorios (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994; LEE, 2005; ROSSI; YOUNG, 2005;
CONTI et al., 2014).

As células dendriticas linfoides, também denominadas plasmocitoides (pDCs) em razao
de sua morfologia semelhante aos plasmocitos, sdo ontogeneticamente diferentes das ¢DCs,
residem no sangue e em oOrgdos linfoides periféricos como timo, medula 6ssea, baco e
linfonodos, estdo presentes em menor quantidade no organismo em comparagdo com as DCs
de origem mieloide e sdo menos eficientes na apresentacdo antigénica a linfocitos T quando
comparadas com outros tipos de DCs (CONTI et al., 2014; MURPHY et al., 2014; CABEZA-
CABRERIZO et al., 2021). As pDCs sdo capazes de se aperfeigoarem na modulagao da forca,
duracdo e qualidade das respostas das células NK, T e B, liberando citocinas e quimiocinas
apropriadas, bem como na apresentagdo de antigenos por meio da expressao de MHC-II e
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moléculas coestimulatérias (COLONNA et al., 2004; SWIECKI, COLONNA, 2015). Apds o
reconhecimento de patogenos, as pDCs produzem Interferon tipo-I (IFN-I) como células
efetoras do sistema imune inato, e imediatamente se diferenciam em DCs para acionar respostas
imunes adaptativas, tornando-se imunoestimulantes ou tolerogénicas de acordo com o estimulo.
A produgao de IFN-I pelas pDCs auxilia na protecdo de células T, especialmente CD8+, contra
morte celular induzida por antigeno, garantindo a eficiéncia da resposta celular. Portanto, as
pDCs exercem um papel vital durante a inflamag¢do em comparacdo com as cDCs, que estdo
mais envolvidas na manuten¢ao da resposta imunologica (ABB J., ABB H., DEINHARDT,
1983; GROURARD et al., 1997; CELLA et al., 1999; COLONNA et al., 2004; ZANNA et al.,
2021).

Atualmente, ainda se discute amplamente os aspectos funcionais desta linhagem celular,
com Ziegler-Heitbrock ef al. (2023) sugerindo a reclassificacdo das pDCs como linfocitos
inatos diante da descoberta de uma provavel origem linfoide de desenvolvimento em conjunto
com as células B, além de poucas propriedades funcionais compartilhadas entre as ¢cDCs, como
a baixa capacidade de apresentagdo de antigenos, expressdo de CD123 e a produgdo de IFN em
altos niveis, e também pela diferenca de sua migracao, que ocorre pela via linfatica. Em resposta
a este trabalho, Reizis ef al. (2023) confirma a provavel origem linfoide das pDCs e corrobora
a necessidade de novos estudos na tentativa de elucidar a identidade das pDCs, refor¢ando que
este tipo celular, amplamente estudado nas ultimas décadas, continua sendo alvo constante de
debate em relagdo a sua origem e funcionalidades.

2.2 Células dendriticas plasmocitoides

Desde a sua descoberta, as células dendriticas plasmocitoides (pDCs) receberam
diversas nomenclaturas baseadas na sua plasticidade morfologica, fenotipica e funcional
(ALCULUMBRE et al., 2019). Foram descritas pela primeira vez em 1958 pelos patologistas
Lennert e Remmele como células plasmocitoides com caracteristicas morfologicas e citologicas
similares aos plasmocitos, localizadas nas areas ricas em células T de tecidos linfoides
secundarios, recebendo entao a alcunha de plasmocitos associados a células T. Na ocasido desta
primeira descri¢cao das pDCs, considerou-se que sua morfologia plasmocitoide indicava sintese
e secregdo proteica, o que depois provou ser a producao de IFN-I ao invés de imunoglobulinas
(GROUARD et al., 1997; CELLA et al., 1999; SIEGAL et al., 1999; SOUMELIS; LIU, 2006).
Foi observado por Feller ef al. (1983) que os plasmocitos associados a células T secretavam
linfocinas e apresentavam o marcador para células T helper CD4, entretanto, ndo expressavam
antigenos de células B ou imunoglobulinas, sendo renomeadas para células T plasmocitoides e
descritas como contraparte de plasmocitos do sistema de células B, que secretam linfocinas ao
invés de imunoglobulinas. Posteriormente, Facchetti (1988) revelou que células T
plasmocitoides ndo expressam o componente de receptores de células T (TCR) denominado
CD3, e sim MHCH-II e raros antigenos mieloides, € com isso, foi sugerida a classificacao para
mondcitos plasmocitoides. Apesar de todas as células nucleadas apresentarem aptidao para
producao de IFN-I apds infecgdes virais, 0 mesmo autor descreveu que as denominadas células
produtoras de Interferon (IPCs) exibiam maior capacidade de produg¢do de IFN-I em
comparagao com outras c€lulas, e que apesar de constituirem cerca de 0,2 a 0,8% das células
sanguineas, sua producdo de IFN representa cerca de 95% dentre as células mononucleares do
sangue periférico (LANDE; GILLIET, 2010). Diversos estudos foram realizados para
caracterizar as denominadas IPCs, utilizando anticorpos monoclonais especificos para células
NK, células B, células T, mondcitos e macréfagos, contudo, sem sucesso (LIU, 2005).

Em relagdo aos IFNs, as mesmas foram descobertas por Isaacs & Lindenmann (1957) e
descritas como proteinas com atividade antiviral secretadas frente a estimulos. Sao classificadas
como IFNs tipo I e II e citocinas IFN-/ike. As IFNs do tipo I compreendem sete classes,
incluindo as IFN-a e IFN-B, principalmente, enquanto as IFN do tipo II consistem no IFN-y
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(PESTKA et al., 2004).

A partir do experimento realizado Grouard et al. (1997) com técnicas de cultura e
citometria de fluxo, estas cé€lulas foram denominadas pela primeira vez como células
dendriticas plasmocitoides, pela revelacdo de fatores funcionais e morfologicos importantes
para a sua caracterizagdo, como: morfologia plasmocitéide, presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem desenvolvidos nas pDCs de humanos, e

menos desenvolvido nas células de roedores (BIORCK, 2001; PASCALE et al., 2008). Na
coloracdo de Giemsa, as pDCs humanas (CD4+ e CD11c¢-) exibem morfologia semelhante aos
plasmécitos, com formato arredondado, cerca de 8-10 um de didmetro com nticleo excéntrico
reniforme, citoplasma basofilico e periférico e zona de Golgi palida (LIU, 2005). Shodell &
Siegal (2002) citam a morfologia tipica das pDCs com tamanho intermediario entre um linfocito
pequeno e um mondcito, com nucleo oval a redondo levemente edentado e excéntrico,
cromatina finamente dispersa ou reticular, nucléolo inconspicuo e citoplasma moderado. As
mudangas morfoldgicas ocorrem de acordo com a aquisi¢do de fungdes especializadas, com as
células nos estagios iniciais e ndo diferenciadas apresentando formato arredondado e nucleo
grande, cromatina ativa, alta relacdo nucleo:citoplasma e capacidade proliferativa, entretanto,
sem fungdes efetoras. A medida que se diferenciam, as células passam a exibir formato
dendritico, com capacidade de interagir de forma eficiente com diversas células T
(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; HUGUES et al., 2004; SOUMELIS; LIU, 2006).
Dentre outras caracteristicas importantes das pDCs estdo a ja citada producdo de elevadas
quantidades de IFN-I e a expressao de marcadores como o MHC-II apoés a ativagao, assim como
todas as APCs (GROUARD et al., 1997; LIU, 2005; ALCULUMBRE et al., 2019).

Foi demonstrado pela primeira vez por Cella ef al. (1999) a sua localizagao adjacente
ou no lumen das vénulas de endotélio alto (HEVs), que consistem em pequenas veias revestidas
por endotélio cuboidal alto no lugar do endotélio escamoso usual, que unem capilares a veias
maiores. Além disso, as pDCs sdo capazes de promoverem a proliferacdo e manutencao da
sobrevida celular pela agdo da citocina IL-3 e na diferenciacao das células plasmocitoides em
células dendriticas maduras por meio de CD40L, capazes de estimular células T. Ainda segundo
a autora, dois subtipos celulares de precursores de células dendriticas exibiram morfologias
diferentes em meios de cultura. Na presenca do GM-CSF e IL-4, as células de Transcrigao
Imunoglobulina-/ike (ILT)3+ e ILTI+ apresentaram morfologia dendritica classica, com
dendritos longos abundantes, em contraste com as células ILT3 + e ILT1- cultivadas apenas
com IL-3 ou associadas a GM-CSF e IL-4, que se organizaram em clusters ou individualizadas,
exibiam formato plasmocitoide e dendritos discretos. As células ILT3+ e ILT1+ expressam os
marcadores mieloides CD11c, CD13 e CD33, enquanto as células ILT3+ e ILT1- sdo positivas
para os marcadores CD36, CD45RA e CD123, e ambos os subtipos celulares expressam CD4,
CD40, CD80 e CD86 (CELLA et al., 1999; GIRARD; MOUSSION; FORSTER, 2012).

Ainda em relagdo a morfologia e a diferenciacdo, foram propostas nomenclaturas
baseadas em aspectos morfologicos e funcionais distintos: células plasmocitoides pré-
dendriticas ou células profissionais produtoras de IFN-I, para as células com morfologia
plasmocitoide produtoras de IFN-I sem a habilidade de processar e apresentar antigenos; e
células dendriticas plasmocitoides-derivadas, para as células que adquirem morfologia
dendritica e a habilidade de apresentagdo de antigeno, porém sem morfologia plasmocitoide e
capacidade de sintetizar IFN-I. Os mecanismos de reorganizagao intracelular e molecular dos
compartimentos para a transformacdo morfologica ainda ndo foram estabelecidos
(SOUMELIS; LIU, 2006).

A via de desenvolvimento das pDCs e sua respectiva regulagdo molecular ndo sdo
totalmente conhecidas. Presume-se que as pDCs sejam sintetizadas de forma continua na
medula éssea, migrando para o baco pela corrente sanguinea apds estimulo por mediadores
inflamatorios, atravessando a zona marginal do 6rgdo e permanecendo nas zonas de células T,
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ou ainda migrando por meio das HEVs até as regides ricas em células T de linfonodos ou da
tonsila (Figura 2). Ao infiltrar esses 6rgaos, as cé¢lulas iniciam processo de apoptose na auséncia
de interacdo com sinalizadores de células T (ILT3+ e CD40L), sintetizados por respostas
imunes mediadas e dependentes de células T (GROUARD et al. 1997; CELLA et al., 1999;
PENNA et al., 2002; YONEYAMA et al., 2004; LIU, 2005).
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Figura 2. Padrao de imunomarcagdo interfolicular em tonsila humana com anticorpo anti-CD123. IHQ,
obj. 20. (IONPATH, 2023).

Apos o reconhecimento do material genético de patdgenos por meio dos receptores Toll-
like (TLR) intracelulares TLR7 (detec¢do de RNA viral) e TLR9 (deteccdo de DNA viral), as
pDCs produzem citocinas antivirais como IFN-I, que intervém de forma direta na replicagao
viral ao induzir a produgdo de proteinas antivirais (PETSKA et al., 2004; RONNBLOM et al.,
2009; ALCULUMBRE et al., 2019). A sintese de IFN-I pelas pDCs auxilia na apresentagdo
cruzada de antigenos e protecdo de células T, especialmente CD8+ contra morte celular
induzida por antigeno, garantindo a eficiéncia da resposta celular (ABB J., ABB H.,
DEINHARDT, 1983; GROURARD et al., 1997; CELLA et al., 2000; LE BON et al., 2003;
ROSSI; YOUNG, 2005; FERRAZ et al., 2011).

Além do seu papel frente a replica¢do viral, o IFN-I derivado das pDCs modula as
respostas imunes inata e adaptativa, induzindo a ativagdo e maturagao de varias populagdes de
células imunes como a maturagdo de cDCs e a diferenciacdo de moDCs, promovendo um tipo
de resposta imune Thl (SANTINI et al., 2000; ALCULUMBRE et al., 2019). O IFN também
estimula a maturagdo das células NK e atividade citolitica, e, junto com a IL-6 secretada por
pDCs, promove a diferenciagao de células B em plasmocitos e a polarizagao de células T CD4+
em células Thl (CELLA et al., 2000; JEGO et al., 2003).
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Logo apos a ativagdo de células plasmocitoides sdo geradas células dendriticas com
pouca capacidade endocitica e fagocitica — mesmo apds cultivo com GM-CSF —, contudo, com
grande potencial para estimulo alergénico CD4+ e CD45RA+ em células T naive
(ALCULUMBRE et al., 2019). Além da baixa habilidade fagocitica em todos os estagios de
maturagdo, a macropinocitose também ¢ prejudicada nas pDCs, e as DCs derivadas de pDCs
induzidas por Citosina fosfato guanina ndo-metilada (CpG) sdo capazes de iniciarem respostas
de células T CD8+ a antigenos ou peptideos endogenos, mas ndo aquelas a antigenos exdgenos.
Estes achados, em conjunto com a expressao seletiva de TLR7 e TLRY intracelular, sugerem
que as pDCs e as DCs derivadas exibem maior especializa¢do em apresentacdo de antigeno
viral e autoantigenos endogenos (GROURARD et al., 1997; ROTHENFUSSER et al., 2002;
SALIO et al., 2004).

Ademais, as pDCs e suas DCs correspondentes exibem caracteristicas de linhagem
linfoides, com a expressdo de poucos antigenos mieloides como CD11b, CD11c, CD13 e CD33
(GROUARD et al., 1997; RISSOAN et al., 1999), maturacao e dependéncia de IL-3 para sua
sobrevivéncia em virtude da alta expressao do receptor para esta IL, e por fim, expressdo de
niveis elevados da cadeia a do receptor de células pré-T (RISSOAN et al., 1999).

Visto que os IFNs sdo citocinas pleiotropicas com potencial de induzir inflamagao
exacerbada, a sua producdo deve ser rigorosamente regulada. Este tipo celular expressa varios
receptores de superficie inibitérios que regulam a producdo de IFN-I, interferindo na
sinalizagdo TLR7 e 9. Embora a ativagao das pDCs em resposta a patogenos dependa
principalmente da detec¢do intracelular, sua fun¢do pode ser regulada por numerosos receptores
de superficie que detectam sinais proprios € nao derivados. Isto permite controlar as respostas
das pDCs por fatores secretados derivados do hospedeiro, a fim de apoiar uma resposta imune
orquestrada e regulada (ALCULUMBRE et al,, 2019).

2.2.1 Células dendriticas em animais

Na medicina veterinaria, existem poucos relatos de experimentos com DCs, e além da
caréncia de informagdes em relacao ao fenotipo e morfologia in vivo das pDCs, nao hé descrigao
de um marcador de superficie celular que seja expresso apenas por esta linhagem celular. De
acordo com um estudo realizado por Gutzwiller ef al. (2010) onde foi conduzida uma anélise
comparativa entre mondcitos caninos ¢ DCs derivadas da medula 6ssea, as DCs caninas
produzidas in vitro foram classificadas como CD1c+, CD11c+, MHC II+, CD80+, CD86+ ¢
CD40+. Em outro estudo realizado para deteccdo de DCs nos tumores de mama em cadelas por
meio da técnica de imuno-histoquimica (IHQ), foram determinados os marcadores: CD11c¢ para
as cDCs imaturas, CD83 para as cDCs maduras e CD123 para as pDCs. Neste mesmo estudo a
descricdo das células CD123+ foram baseadas apenas na analise quantitativa € no seu
imunofenotipo, ndo descartando a possibilidade de sobrecontagem de células CD123+ por
reacdo cruzada com plasmocitos e seus precursores (ROSOLEM, 2013; ROSOLEM et al,
2015).

A maioria dos estudos que permitiram a descoberta das propriedades das DCs foram
desenvolvidos em camundongos, em que se definiu a sua origem a partir de células tronco
hematopoiéticas (HSCs) que inicialmente geram progenitores multipotentes (MPPs) e
progenitores com comprometimento linfomieloide (LMPPs). Este ultimo pode originar os
progenitores comuns de células dendriticas (CDPs) que por sua vez produzem um Pre-CDc que
da origem as cDCs, acompanhada pela regula¢do positiva de CD11c. Os LMPPs também
originam os progenitores linfoides (CLPs) e células B, T e NK além de também se distinguirem
em progenitores mieloides comuns (CMPs) que dao origem aos progenitores de granuldcitos e
monocitos (GMPs) que se diferenciam em mondcitos, basoéfilos, eosinofilos, neutrofilos e
também cDCs (CABEZA-CABRERIZO et al., 2021).

As DCs de camundongos sdo heterogéneas assim como em humanos, e sdo subdivididas
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em duas categorias de cDCs: as cDCl1s e cDC2s, podendo residir nos linfonodos ou migrarem
pelo sistema linfatico transitando entre os tecidos linfoides. As ¢cDCs residentes apresentam
marcadores diferentes das migratorias, expressando menos MHC-II e maior quantidade de
CDl11c quando comparados as c¢cDCs migratorias, além de exibirem aspecto morfologico
imaturo. As cDCs em camundongos podem ser identificadas pela expressdao de CD45, CD135,
CD11c e MHC-II além da auséncia de marcadores caracteristicos das pDCs, células T, células
NK, células B e eritrocitos (WILSON et al., 2003; CABEZA-CABRERIZO et al., 2021).
Dentre as células dendriticas plasmocitoides de humanos e ratos existem diferengas
entre diversos fatores fenotipicos e funcionais, entre eles a expressao dos marcadores B220
(células B) e CDI11c (DCs), CD123 — apos serem tratadas com FtI3L (Fator estimulador de
coldnia de macrofagos-like tyrosine kinase), producao de IFN-a e IL-12 em resposta a estimulo
microbiano, e expressao de TLRs, ndo observados em humanos. O CD11c ¢ utilizado como um
marcador negativo para as pDCs de camundongos, pois sdo exibidos de forma discreta nesta
espécie e de forma mais abundante em DCs humanas, ¢ ainda em mondcitos € macrdfagos

(ASSELIN-PATUREL et al., 2001; BJORCK, 2001; SHORTMAN; LIU, 2002; ROSSI;
YOUNG, 2005; ITO et al., 2006; MERAD et al., 2013; VILLANI et al., 2017).

Outras espécies com pDCs identificadas tanto na corrente sanguinea quanto em tecidos
linfoides incluem os macacos rhesus — que também apresentam producdo de IFN-I frente a
estimulos virais in vivo —, suinos, ratos ¢ camundongos. Nos camundongos € nos ovinos, o
reticulo endoplasmatico rugoso das pDCs ¢ menos proeminente em comparagdo as células
humanas, além das cDCs murinas nao exibirem morfologia secretoria, mas possuem capacidade
de produzir niveis de IFN comparaveis aos das pDCs apds estimulo por sensores de RNA
citoplasmatico (BJORCK, 2001; COATES et al., 2003; DOMEIKA et al., 2004; HUBERT et
al., 2004; PASCALE et al., 2008; REIZIS et al., 2011). Assim, a morfologia secretora pode ser
uma adaptacdo util, mas ndo a razdo da capacidade de secrecdo de IFN em altos niveis
(DIEBOLD et al., 2003; REIZIS et al., 2011).

Ja em relagdo a detecgdo e caracterizagdo morfoldgica das DCs em espécies animais,
Zanna et al. (2021) revisa descrigdes destas células em aves, caninos, felinos bovinos, equinos,
murinos € primatas ndo humanos. As aves apresentam DCs em praticamente todos os tecidos,
especialmente na bursa de Fabricius, bago e placas de Peyer (YASMIN et al., 2015; ZANNA
et al., 2021). As DCs caninas exibem formato de ‘célula velada’ em forma de baldo com
tamanho e formato variaveis, com proje¢des citoplasmaticas e grandes nucleos lobulados. J&
em felinos, as DCs ndo foram extensivamente estudadas, com relatos de pesquisas realizadas
com células originadas da medula o6ssea utilizando GM-CSF canino e IL-4 humano, que
revelaram uma populacao de tamanho uniforme de células nao aderentes com longos processos
citoplasmaticos e nucleo excéntrico, que expressam as seguintes moléculas de superficie:
CDla, CDIb, CDlc, CDll1c e CDI14, CD18 ¢ MHC Classe I e II (SUGIURA et al., 2010;
ZANNA et al., 2021). As DCS maduras de felinos apresentam menor capacidade de
apresentacao de antigeno, e em contrapartida expressam elevadas quantidades de MHC e outras
moléculas coestimulatorias de superficie, além de exibirem morfologia irregular com processo
celular filiforme contendo dendritos (BIENZLE et al., 2003; NAIR et al., 2003; ZANNA et al.,
2021). Na espécie equina, as DCs foram caracterizadas fenotipicamente pela alta expressdo de
moléculas de superficie como MHC Classe I e II, CD86, CD11a, CD14, CD18, CD206 e baixa
expressao de CD4, e morfologicamente se apresentam como células estreladas com dendritos
longos e granulos de Birbeck (KULAKOVA et al., 2010; ZANNA et al., 2021). Por fim, na
espécie bovina, ha a descrigdo do isolamento e caracterizacdo de DCs nas vias linfaticas
aferentes, que apresentam morfologia irregular, fenotipo heterogéneo e diferencas morfoldgicas
variaveis de acordo com o estdgio de maturacdo (STEPHENS et al., 2003; ZANNA et al.,
2021).

23



2.2.2 Células dendriticas em humanos

Assim como nos camundongos, as DCs humanas derivam igualmente de HSCs
produtoras de MPPs, que por sua vez ddo origem aos progenitores linfoides multipotentes
(MLPs) e progenitores mieloides comuns (CMPs). As duas linhagens sdo diferenciadas pelo
marcador mieloide CD11c, sendo as progenitoras linfoides com marca¢do CD1l1c- e CD123+
e as mieloides CDllc+ e CDI123- (ROSOLEM, 2013). Os MLPs se diferenciam em
progenitores linfoides comuns e em progenitores de células dendriticas convencionais. J& os
CMPs se diferenciam em progenitores de monocitos, granuldcitos e células dendriticas
(GMDPs) e progenitores de macrofagos e células dendriticas (MDPs). Este ultimo se diferencia
em CDPs, que dao origem as Pre-cDCs que posteriormente se tornam ¢cDCs, que por sua vez se
subdividem em cDCl1s e cDC2s e sdo encontradas no sangue, tecidos linfoides e ndo linfoides
(MERAD et al., 2013; CABEZA-CABRERIZO et al., 2021). Do mesmo modo, as ¢cDCs
humanas expressam o receptor CD123 para IL-3, mas em menores niveis que as pDCs, também
expressam CDla e todas possuem MHC-II, CD80, CD83, CD86, CD14- e CDlIc, e as DCs
imaturas expressam MHC-II, CD80 e CD86 (ROSSI; YOUNG, 2005).

Inicialmente foram identificados dois subtipos de células CD4+ e CD3- em tonsilas
humanas: células dendriticas CD4+ CD3- e CD11c+ localizadas nos centros germinativos e
com capacidade de ativar e co-ativarem células T naive e células B dos centros germinativos, e
células CD4+ CD3- e CD11c detectadas nas areas ricas em células T ao redor das HEVs, com
morfologia plasmocitoide e capacidade de diferenciagdo em células dendriticas maduras,
descritas e finalmente definidas como células dendriticas plasmocitoides (GROUARD et al.,
1996; DUBOIS et al., 1999).

Foi revelado por Grouard et al. (1997) o fenotipo das pDCs presentes na tonsila palatina
de humanos como CD4+ e CDllc-. As mesmas expressam o marcador de origem
hematopoiética CD45RA, porém ndo expressam marcadores para as células B (CD19 e CD21),
células T (CD2, CD3, CD8 e TCR), células NK (CD56 e CD57), células mieloides (CD13 e
CD33), mondcitos (CD14), células dendriticas mieloides (CD11c), glifoforina A entre outros.
No entanto, estudos posteriores demonstraram que também ha expressdo de antigenos para
MHC-II e algumas moléculas de adesdo como CD11a, CD44 e CD54, e também expressao em
baixos niveis de CD40 e CD38 (BANCHEREAU et al., 2000; LIU, 2005).

As pDCs humanas também sdo caracterizadas como Lin—, MHC-II+, CD303
(BDCA2)+, CD304 (BDCA4)+ ¢ a subunidade a do receptor de IL-3, ¢ ndo expressam a
linhagem associada aos marcadores CD3, CD14, CD16, CD19, além de CD4, CD68, ILT3
(VERMI et al., 2003; ROSSI; YOUNG, 2005; CABEZA-CABRERIZO et al., 2021). Também
possuem como caracteristica a expressao de TLR7 e 9 em altos niveis, um fator importante para
a diferenciagao em outros subtipos de DCs (JARROSAY et al, 2001; KADOWAKI et al.,
2001). Em rela¢do ao envolvimento das pDCs em doengas, nos humanos seu papel ¢ bem
estabelecido, porém, o entendimento detalhado de sua contribuicao para a patogénese ¢ a
fisiopatologia da doenca € pouco conhecido na maioria dos casos. Esta complexidade se origina
da capacidade adaptativa variavel deste tipo celular nos mais diversos microambientes e
dinamicas do processo inflamatorio, além dos fatores genéticos individuais adicionais
(ALCULUMBRE et al., 2019).

2.2.3 Expressao de IL-3 (CD123)

O CD123, mais especificamente a cadeia o do receptor IL-3R, ¢ um marcador utilizado
de forma constante para identificacdo das pDCs por ser altamente sensivel, porém pouco
especifico por associar-se a outras células do sistema imunologico, incluindo outros subtipos
de DCs (LIU, 2005; ALCANTARA-HERNANDEZ et al., 2017; SEE et al., 2017; VILLANI
et al., 2017). Os receptores 1L-3, IL-5 e o GM-CSF formam uma subfamilia de receptores de
membrana conhecida como familia beta comum (Bc) de citocinas que compartilham a mesma
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subunidade de sinaliza¢do Pc. Sao receptores heterodimeros, compostos por uma subunidade o
especifica para citocinas e uma subunidade ¢ comum, permitindo liga¢ao de alta afinidade e
sinalizacdo celular. Estas trés citocinas desempenham multiplas fun¢des bioldgicas, com
envolvimento no controle da hematopoiese normal e maligna, na imunidade inata e adaptativa
e na resposta inflamatoria (TESTA et al., 2014; EL ACHI et al., 2020).

Especificamente, o IL-3 ¢ uma citocina solavel e pleiotropica, produzida sobretudo por
linfocitos T ativados, regulando a fungdo e produg¢do de células hematopoiéticas e
imunologicas. A IL-3 se liga a subunidade o ligante-especifica, resultando em
heterodimerizacdo com a subunidade Bc de transducdo de sinal (EL ACHI et al., 2020).
Originalmente, a IL-3 foi denominada como Fator Estimulador de Multiplas Colonias (multi-
CSF) por estimular a producdo de uma ampla gama de células hematopoiéticas da medula éssea,
incluindo baséfilos, neutrdfilos, eosinodfilos, macrofagos, células eritroides, megacariocitos e
células dendriticas. Sua atividade bioldgica estende-se também a linhagem endotelial, onde a
IL-3 atua como estimulador da proliferagcdo de células endoteliais (BRIZZI et al., 1993; LANTZ
etal., 1998; TESTA et al., 2014).

Na medicina humana, o CD123 ¢ explorado no diagnoéstico de neoplasias de origem
hematologica, como a neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas (anteriormente
denominada como linfoma de célula NK blastica), leucemia mieloide aguda e leucemia
linfoblastica de células B, leucemia de células pilosas, e também doengas autoimunes como
lupus eritematoso discoide (LED) e ainda mastocitose sistémica. Outras patologias que também
sdo caracterizadas pela forte expressdo do receptor incluem o sarcoma histiocitico e ainda a
histiocitose de células de Langerhans. O CD123 também ¢ utilizado como alvo terapéutico,
visto a sua especificidade e sensibilidade para determinados grupos celulares (MUNOZ et al.
2001; CAMPO et al., 2008; JEGALIAN; FACCHETTTI; JAFFE, 2009; TESTA et al., 2014,
ANGELOVA et al., 2019; EL ACHI et al., 2020; RAKHSHAN et al., 2020).

O anticorpo anti-CD123, utilizado para marcacao de pDCs em tecidos, também realiza
reagdo cruzada com outros tipos celulares como células endoteliais, macréfagos ativados (por
exemplo, macréfagos epitelioides em granulomas) e células de Haller ou células etmoidais
extramurais (revestimento sinusal), e fisiologicamente, os mieloblastos e monocitos expressam
niveis baixos de CD123, enquanto as pDCs e basoéfilos, em comparagdo, apresentam niveis mais
elevados desta molécula (SOZZANI et al., 2010; ALDOSS et al., 2020).

2.2.4 Papéis das pDCs em infeccoes

As pDCs estdo envolvidas de forma ativa nas infec¢des bacterianas, fungicas e virais,
com sua resposta intimamente ligada aos mecanismos fundamentais de detec¢ao e ao posterior
impacto funcional (ALCULUMBRE et al., 2019).

A funcdo das pDCs frente a agentes virais tem grande importancia durante a fase aguda
da infec¢do, ao incitarem a inibi¢ao da replicagdo viral e prevenirem a disseminagdo do virus,
estimularem o recrutamento de células T por meio das DCs, a producdo de anticorpos pelas
células B e sinalizacdo de outras células do sistema imune inato para atuagdo no local de
infeccdo. Outros tipos celulares, como as DCs, os monocitos e os macrofagos, participam do
processo de producao de IFN, além da posterior diferenciagao das pDCs em DCs, mediadas por
IFN-a e TNF-a autocrinos com o decorrer da infecgao viral, que estimulam as células T CD4+
naive a produzir IFN-y e IL-10. Como as pDCs representam o principal produtor de IFN-I
durante a infecg¢do viral, presume-se a sua capacidade de estimular as mDCs a iniciarem
respostas de células T CD8+ a antigenos exogenos. Ademais, o IFN-I durante a infec¢do viral
também ativa intensamente mondcitos e mDCs infectados por virus para apresentar antigenos
virais as células T, que acabam por induzir fortes respostas antivirais mediadas por células T
(LEE, 2005; WANG et al., 2011; SWIECKI et al., 2013; ZANNA et al., 2021).

Em relagdo as infecg¢des bacterianas, as pDCs sdo capazes de detectar e responder a
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bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com regulacdo positiva de moléculas
coestimulatorias e producao de IFN-I, além de atuar de forma direta nas células B para indugao
de producdo de IL-10 em resposta a agentes como o Staphylococcus aureus. Portanto, as pDCs
influenciam tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa frente as infec¢des bacterianas,
porém seu impacto no desfecho da infec¢do permanece obscuro. Nas linfadenites secundarias
a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis, as pDCs sdo recrutadas para as zonas ricas em
células T e ainda formam agregados ao redor das HEVs e no limen (onde as células produzem
granzima B) (MICHEA et al, 2013; PARCINA et al.,, 2013; LOZZA et al, 2014,
ALCULUMBRE et al., 2019).

Nas infec¢des fungicas, especificamente por Aspergillus fumigatus hyphae, as pDCs
desempenham um papel protetivo indireto com a producao de IFN-I e TNF-a, e de forma direta
ao secretarem a calprotectina e lactoferrina, causando morte fingica e com acdo quelante
divalente em cétions essenciais para o crescimento fungico (RAMIREZ-ORTIZ et al., 2008 e
2011).

A funcdo desempenhada pelas pDCs em infec¢des parasitarias € bem compreendida na
maldria, na qual as células ndo sdo ativadas no estagio sanguineo do Plasmodium falciparium,
porém, a indu¢do de IFN e TLR7 dependente mostrou um papel protetor nas fases iniciais de
infeccdo em experimentos realizados em ratos. Apds a infec¢do pelo parasita, as pDCs se
diferenciam em DCs mediadas por IL-3 paracrina liberada por mastocitos, eosinofilos e
basofilos, que estimulam células T CD4+ naive para produzir citocinas Th2 IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13 (LEE, 2005; YU et al., 2016; LOUGHLAND et al., 2017).

Em conclusao, a complexidade das fungdes das pDCs na imunidade inata e adaptativa
reflete nos seus papéis benéficos ou prejudiciais na infecgdo. Fatores como estado de ativagado
das pDCs, contexto microbiano e tecidual e cronologia (fases precoce/aguda versus fase
tardia/cronica) influenciam o impacto final na resolu¢do da infeccdo (ALCULUMBRE et al.,
2019).

2.2.5 Papel das pDCs em doencas alérgicas

Em virtude de sua habilidade de secrecdo de IFN-I em altos niveis, as pDCs foram
identificadas inicialmente como células potencialmente capazes de atuar em doengas
autoimunes, como no lipus eritematoso (todas as formas) e outras doencas autoimunes e
inflamatorias (psoriase, sindrome de Sjorgren, esclerose sistémica, dermatomiosite e alopecia
areata). Além de seu papel em doencgas autoimunes, foi demonstrado o acumulo das pDCs na
mucosa nasal durante a rinite alérgica induzida de forma experimental, o que sugere o
envolvimento destas células em reagdes inflamatorias induzidas por Th2 (BENGTSSON et al.,

2000; FARKAS et al., 2001; RONNBLOM; ALM, 2001; BAVE et al., 2005; CHEN et al.,
2019).

Nestle et al. (2005) observaram grandes quantidades de pDCs no infiltrado de linfocitos
T das placas psoriasicas, correlacionadas com diminuigao de células circulantes no sangue pela
redistribuicao das células nos tecidos lesionados. Zanna et al. (2021) menciona a presenca de
agregados de células NK, células linfoides inatas tipo 3 (ILC-3), células TH17 e células T a,
que desencadeiam a produg¢do de citocinas como IL-17 e IL-22.

De forma semelhante, os pacientes com lapus eritematoso sistémico (LES) exibem
reducdo das pDCs circulantes causada por sua migragdo e infiltragdo para tecidos-alvo como a
pele, e aumento das pDCs produtoras de IFN-I nos tecidos afetados (jun¢ao dermoepidérmica,
perifolicular e perivascular, e raras células distribuidas na derme), com sua densidade
relacionada a altos niveis de proteina de resisténcia ao mixovirus (MxA), incitada pela presenca
IFN a e B e correlacionada com o acimulo de pDCs (FARKAS et al., 2001; TOMASINI et al.,
2010; KO et al., 2011; DIAS DE OLIVEIRA et al., 2021).

O principal elemento na patogénese do lupus consiste na resposta autoimune
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desencadeada pela producdo de anticorpos antinucleares e imunocomplexos com acidos
nucleicos, com capacidade de ativar pDCs produtoras de IFN-I através da ligagao a TLR7 e 9,
e que também sdo alvo da resposta de células B e T autoreativas (BARRAT et al., 2005;
ZANNA et al., 2021). Os imunocomplexos podem ser liberados no compartimento endossomal
das pDCs através de receptores intracelulares, e os complexos resultantes induzem a secre¢ao

de IFN pelo TLR9 (BAVE et al., 2003; REIZIS et al., 2011). Entretanto, as pDCs ativadas via
TLR se tornam resistentes a glicocorticoides, o que pode ser uma causa subjacente relacionada
a eficacia limitada destes medicamentos no lipus (GUIDUCCI et al., 2010; LEPELLETIER et
al.,2010). A conexdo entre a formagao de imunocomplexos compostos por acidos nucleicos, a
ativacao das pDCs e secre¢@o de IFN — elevada nas doengas autoimunes e que afeta células do
sistema imune, tecidos normais e a tolerancia periférica — refor¢ca a importancia das pDCs na
patogénese da doenga. Porém, sdo necessarios estudos em modelos animais para elucidagdo da
relacdo entre o IFN produzido pelas pDCs na progressio e gravidade do lupus (RONNBLOM
et al.,2009; REIZIS et al., 2011).

No geral, a conversao anormal de acidos nucleicos proprios em ligantes para TLR7 e 9
em pDCs por meio da formacao de complexos imunes, ligacdo de peptideos antimicrobianos e
outros mecanismos, pode representar uma etapa comum da patogénese na psoriase, lipus e
possivelmente outras doengas autoimunes (BAVE et al., 2003; REIZIS et al., 2011).

2.2.6 Papel das pDCs em neoplasias

Além de sua importancia no desenvolvimento de respostas imunes contra patdgenos, as
pDCs também sdo essenciais para o equilibrio entre a tolerancia e imunidade. Sua disfungdo
contribui para diversas patologias, incluindo os tumores, nos quais sua desregulagdo ¢
demonstrada pela redug@o na produgdo de IFN-o e maior supressdo da imunidade antitumoral
(MITCHEL; CHINTALA; DEY, 2018). As DCs no geral desempenham um papel importante
no controle neoplasico por meio da imunidade adaptativa, com a atuagdo de células T CD8+
citotoxicas e células T helper CD4+ (ZANNA et al., 2021).

O impacto potencial das pDCs na imunidade tumoral ¢ baseado em estudos de pDCs
circulantes in vitro, enquanto as células detectadas no tumor (ou pDCs associadas ao tumor)
sdao pouco caracterizadas (SOZZANI et al, 2010). Em relagdo a localizagao das pDCs nos
tumores, sua presenga foi evidenciada através de estudos desenvolvidos em tumores cutaneos
como o queratoacantoma, carcinoma espinocelular, melanoma e neoplasias de origem
hematopoiética (ABBAS et al., 2014; DIAS DE OLIVEIRA et al., 2021). E descrito ainda o
acumulo de pDCs CD4+ e CD11c- em linfonodos drenantes de pacientes humanos com cancer,
0 que sugere a importancia imunologica funcional dessas células nessas condi¢des patologicas
(ALCULUMBRE et al., 2019). Apesar da sua capacidade de processar e apresentar antigenos
apos ativacao regular, quando expostas ao microambiente tumoral, as DCs podem exibir falha
funcional desencadeada pela influéncia direta do tumor, sendo creditada como uma das
principais causas que culminam no escape tumoral (KAH-WALI et al., 2006; SOZZANI et al.,
2010). Com esta falha, as DCs apresentam menor capacidade de estimular os linfocitos T por
diminuicdo na expressdo de moléculas coestimulatorias, ocasionando o aumento de DCs
imaturas no microambiente tumoral e, por consequéncia, tolerancia dos linfocitos T e escape
tumoral da vigilancia das DCs (BELL et al., 1999; SOZZANI et al., 2010). Tanto as moDCs
quanto as pDCs imaturas possuem habilidade infiltrativa, com as moDCs aparentando atividade
refrataria ao estimulo por lipopolissacarideos ou CD40L e sem capacidade de ativagao de
células T (BELL et al., 1999; VERMI et al., 2003). Estes achados indicam que as moDCs e as
pDCs imaturas presentes em tumores solidos sdo incapazes de induzir respostas imunes
antitumorais, ¢ ao invés disso, induzem células T reguladoras que inibem a imunidade
antitumoral (GABRILOVICH, 2004; LIU, 2005; KAH-WAI et al., 2006).

Em tumores mamarios, altos niveis de infiltrado contendo pDCs sao indicativos de
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maior risco de disseminagdo tumoral e recidivas (LIU, 2005). A primeira descricdo na medicina
veterinaria relacionando as pDCs CD123+ a tumores mamarios foi feita por ROSOLEM et al.
(2015), onde foi relatada a marcacao citoplasmatica das pDCs presentes na regido intratumoral
e em menor propor¢cdo no infiltrado inflamatério mononuclear nos tumores mamarios de
cadelas. Isto sugere que pDCs CD123+ podem contribuir para maior agressividade nestes
tumores, resultando em morte associada a progressao tumoral.

A respeito de respostas antitumorais, estudos recentes com a administragdo de IFN-a
em neoplasias hematologicas demonstraram bons resultados, assim como na quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia e em agentes antitumorais especificos (ZITVOGEL et al., 2015;
MITHCEL; CHINTALA; DEY, 2018). Logo, o principal desafio esta em eliminar a supressao
da imunidade induzida pelas pDCs e promover respostas antitumorais através de IFN-a sem
desencadear um estado antitumoral, visto a sua fun¢do na eliminagdo tumoral endogena e
exogena (MITCHEL; CHINTALA; DEY, 2018).

2.3 Morfologia e histologia dos linfonodos

Os linfonodos sao caracterizados como 6rgaos linfoides secundarios e apresentam-se
encapsulados, com formato ovoide, superficie convexa extensa e area concava menor (hilo), e
sao amplamente distribuidos pelo organismo associados a vasos linfaticos com valvas. Atuam
como mecanismo de defesa ao realizarem a filtragem da linfa e fagocitose de anticorpos,
microrganismos e substancias estranhas circulantes na linfa, impedindo a chegada a corrente
sanguinea. Também sdo responsaveis pela armazenamento, recirculagdo e ativagdo de células
B e T, ativacao de cé¢lulas B em plasmocitos e células B de memoria e ainda participacao de
forma ativa na produgio de anticorpos (EROSCHENKO, 2013; KONIG; FRIES; PAULSEN;
LIEBICH, 2016).

A circulacdo sanguinea no linfonodo se da por meio de uma artéria principal que adentra
o orgdo através do hilo, que posteriormente se ramifica em arteriolas na medula e em capilares
no paracortex. Em seguida, o sangue flui dos leitos capilares para as HEVs pés capilares,
localizadas na zona rica em células T do linfonodo. Finalmente, o sangue flui pelas veias
medulares e deixa o linfonodo através de uma veia coletora. As células que compdem o sistema
imune adentram o 6rgao através das HEV's (DCs precursoras) ou pelos vasos linfaticos aferentes
(DCs migratorias) e saem pelo vaso linfatico eferente na medula através do hilo, area concava
por onde passam estruturas responsaveis pelo fornecimento e drenagem do linfonodo, como
vasos sanguineos e linfaticos, veias e nervos (Figura 3). Apo6s cruzarem os HEVs, as células T
migram para zona rica em células T no paracortex, enquanto as células B adentram os foliculos
linfoides. A migracdo intranodal e o posicionamento das células B e T sdo regulados pelas
quimiocinas ligantes CCL19, CCL21 e CXCL13 que sdo produzidos, nas areas de células T,
por células fibroblasticas reticulares (FRCs), e nos foliculos por células dendriticas foliculares
(FDCs). Com isso, as HEVs desempenham um papel importante na chegada de cerca de 90%
dos linfocitos nos linfonodos (GIRARD; MOUSSION; FORSTER, 2012; EROSCHENKO,
2013; MESCHER, 2018; BLANCHARD; GIRARD, 2021).
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Figura 3. Ilustracdo com esquema da circulag@o no linfonodo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Dentre as células encontradas nos linfonodos estdo os linfocitos, plasmocitos, células
dendriticas, macrofagos e outras APCs, todas estas arranjadas em um estroma composto por
fibras e células reticulares que organizam o linfonodo em trés regides principais: cortex, area
mais externa e com agregados de células formando foliculos linfoides; paracortex, uma
extensdo mais profunda do cortex sem os foliculos; e a medula composta por sinusdides
drenantes proeminentes adjacentes ao hilo, de onde emergem os vasos linfaticos eferentes. Sdo
delimitados por uma cépsula de tecido conjuntivo denso ndo modelado que se estende
internamente formando trabéculas, por onde os vasos sanguineos se ramificam e ddo origem a
numerosos vasos sanguineos trabeculares (Figura 4) (KONIG; FRIES; PAULSEN; LIEBICH,
2016; MESCHER, 2018).

Na regido cortical e imediatamente abaixo da c4psula estd o seio subcapsular, por onde
circula a linfa que chega através dos vasos linfaticos aferentes que desembocam e penetram a
capsula de tecido conjuntivo denso ndo modelado que reveste o 6rgdo. Deste espago, os seios
trabeculares (ou corticais) ramificam-se internamente entre os foliculos linfoides ao longo das
trabéculas de tecido conjuntivo denso ndo modelado. Estes seios trabeculares sdo revestidos por
um endotélio fino e descontinuo penetrado por fibras reticulares e processos de células
dendriticas, endotélio no qual a linfa atravessa para infiltrar o tecido linfatico (EROSCHENKO,
2013; ASHTON-KEY et al., 2016; MESCHER, 2018).

A regido cortical também é composta por agregados de linfocitos chamados de foliculos
linfoides, subdivididos em foliculos primarios e secundarios de acordo com seu estado de
ativacdo estimulada por antigenos. Os foliculos primarios — ou ndo ativados — contém linfocitos
B imaturos e células dendriticas foliculares, enquanto os foliculos secundarios — j& ativados —
possuem um centro claro nomeado centro germinativo, formado por centrdcitos que formam a
zona clara do centro germinativo (voltada para a capsula do linfonodo) e por centroblastos que
compdem a zona escura (voltada para a regido paracortical). Por sua vez, os centros
germinativos sao circundados por linfocitos B pequenos que compdem a zona do manto, e ainda
algumas células B com citoplasma claro podem ser vistas ao redor da zona do manto,
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denominada de zona marginal (EROSCHENKO, 2013; ASHTON-KEY et al, 2016;
MESCHER, 2018). H4 ainda a associa¢ao de macrofagos ao redor dos nddulos linfoides para a
remocado de células B defeituosas recém produzidas e apoptoticas. De modo geral, as estruturas
foliculares sdo compostas por linfécitos B imaturos e ocupam grande parte do cortex nao
preenchida por linfocitos T helper (MESCHER, 2018).

A regido localizada entre o cortex e a medula ¢ denominada paracortex, determinada
pela auséncia de foliculos linfoides e com limites pouco definidos, contendo tecido linfoide rico
em células T e eventuais células B esparsas, além das HEVs. Na regido paracortical também ¢
descrita a presenga das pDCs, que, assim como as células B e T, migram através das HEVs apos
estimulo por quimiocinas. A literatura descreve a presenca das pDCs na regido rica em células
T (paracértex), adjacentes e também no lamen das HE Vs, tanto nos linfonodos humanos, quanto
em ratos. As células se dispdem de forma individualizada ou formando clusters que podem até
mimetizar centros foliculares, por vezes, com células apoptoéticas associadas a esses
agrupamentos celulares. No caso das pDCs, o receptor de quimiocinas CCR7 ¢ fortemente
expresso por estas células apos ativagao por meio de TLRs, estimulando a migra¢ao das pDCs
através de seus ligantes CCL19 e CCL21 (CELLA et al., 1999; SOZZANI et al., 2010; SETH
etal., 2011; ASHTON-KEY et al. 2016).

J& aregido medular ¢é subdividida em corddes medulares, que sdo ramifica¢des formadas
pela anastomose de corddes de tecido linfoide, que se estendem do paracértex e sio compostos
por macrofagos, células T, B e plasmocitos; e em seios medulares, dilatacdes delimitadas por
endotélio continuo que separa os corddes medulares. Estes seios, além de conterem eventuais
células mononucleares, sdo continuos com os seios trabeculares, por onde drenam a linfa e
convergem como vasos linfaticos eferentes no hilo (EROSCHENKO, 2013; MESCHER, 2018).

Figura 4. Fotomicrografia de linfonodo. Regido cortical (C), paracortical (P) e medular (M), além da
capsula de tecido conjuntivo denso ndo modelado (CT) revestindo orgdo e formando trabéculas (T)
projetadas no cortex entre os foliculos linfoides (LN), ¢ medular contendo os seios (MS) e corddes
medulares (MC). HE, obj. 10. (MESCHER, 2018).
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As diferencas anatdmicas dos linfonodos entre as espécies animais iniciam-se pela
classificagdo de grupos de linfonodos vizinhos responsaveis pela drenagem de uma determinada
regido do corpo, denominados linfocentros. Nos carnivoros e ruminantes, ha menor quantidade
de linfocentros, porém com linfonodos individualmente maiores, enquanto nos equinos e
suinos, os linfonodos sdo relativamente pequenos e estdo presentes em maior quantidade
(KONIG; FRIES; PAULSEN; LIEBICH, 2016). Em relagio a morfologia, a unica diferenca
descrita na literatura cita que os linfonodos de suinos possuem uma estrutura especifica,
denominada invertida, que consiste em um tecido que nao possui uma area medular maior e ¢
composto por areas corticais e paracorticais, com os vasos linfaticos aferentes adentrando o
orgdo na altura do hilo e os vasos linfaticos eferentes deixando o linfonodo pelo seio
subcapsular (ROTHKOTTER, 2009; RECH et al, 2013; KONIG; FRIES; PAULSEN;
LIEBICH, 2016).

3 MATERIAL E METODOS

O estudo imuno-histoquimico foi realizado no Setor de Anatomia Patolégica (SAP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), a partir dos arquivos de blocos de
parafina e laminas histologicas de necropsias de cadaveres com bom estado de conservagdo e
de amostras de bidpsia excisional com coleta de linfonodos regionais, abrangendo os casos das
espécies canina, felina, bovina e equina, com entrada no setor entre os anos de 2020 a 2023. As
laminas de hematoxilina e eosina (H.E.) foram separadas e analisadas em microscopio optico,
€ nos casos em que os fragmentos estavam descorados, foram realizados novos cortes com
posterior coloragdo. Os linfonodos foram separados de acordo com as alteragdes histologicas
observadas, sendo descartados os casos que continham alteracdes que poderiam dificultar a
analise IHQ: hemossiderose, antracose, congestdo, hemorragia e infiltrado inflamatorio com
intensidade classificada acima de ‘leve’, sendo selecionados apenas os casos que nao
apresentaram alteracdes ou com intensidade discreta. Por fim, foram selecionados 10
linfonodos de caninos, 10 de felinos, 10 de bovinos € 5 de equinos, e os controles positivos
utilizados foram obtidos de amostras de tonsila humana. Dos casos pré-selecionados, foram
confeccionadas em laminas previamente silanizadas os cortes dos linfonodos que seguiram nas
etapas de IHQ. Foram utilizados os anticorpos anti-CD123 eBioscience™ monoclonal de
camundongo (clone CH6) e anticorpo anti-CD123 policlonal de coelho Invitrogen Thermo
Fisher Scientific© como anticorpos primarios.

Para a padronizagdo do protocolo, foram separadas laminas de tonsila palatina humana
para serem submetidas as etapas comuns de IHQ. De forma geral, as etapas do protocolo
consistiram nas seguintes etapas: recuperagao antigénica com tampao Tris-EDTA pH 9 (Dako®
EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution High pH) em banho-maria a 96°C, bloqueio da
peroxidase (concentracdo 3 ou 5% de perdxido de hidrogénio em agua destilada ou em
metanol), bloqueio das reagdes inespecificas com Protein Block Novocastra Leica® ou com
leite desnatado a 5% (Molico®), sistema de anticorpo secundario Novolink™ Polymer
Detection System (Post Primary € Polymer) e Dako® EnVision™ + Dual Link System HRP, e
somente para o anticorpo monoclonal foi adicionada a etapa de Dako® EnVision™ Flex +
Mouse (Linker) ap0s o anticorpo secunddrio. Dentre estas etapas, houve diversas tentativas de
padronizagdo do protocolo com mudanga na duragdo das reacdes e da concentragdo dos
reagentes.

Ja em relagd@o aos anticorpos primarios, as concentragdes variaram de acordo com o tipo
de anticorpo ¢ com o método de incubagdo utilizado. Para o anticorpo monoclonal foram
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testadas as dilui¢des de 1:25, 1:50, 1:100, 1:150, 1:200 e 1:300 pl, e para o anticorpo policlonal
as diluigdes submetidas aos testes de padronizac¢ao foram 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000
ul. O método de incubagdo do anticorpo primario variou entre estufa a 38 °C durante 2 horas,
ou overnight em refrigeracdo a 4 °C com duracao variando entre 12 a 16 horas. Por fim, os
melhores resultados em relagao aos anticorpos primarios foram obtidos com a dilui¢ao de 1:500
ul para anticorpo policlonal, e para o anticorpo monoclonal a diluicao de 1:100 pl apresentou
melhores resultados, porém, os mesmos ndo se mostraram constantes com a repeticao do
protocolo padronizado, com imunomarcacao variavel — em relagdo a quantidade e a intensidade
de células imunomarcadas — observadas no controle positivo da tonsila humana. Abaixo
descreve-se a metodologia das demais etapas de IHQ apos padronizagao do protocolo.

As etapas descritas a seguir foram semelhantes para os dois anticorpos até a etapa da
incubacdo do anticorpo primario, iniciando com a desparafinizacdo das laminas com dois
banhos de xilol durante 15 minutos cada, desidratacao dos cortes em alcool absoluto em trés
banhos de 5 minutos, e reidratagdo em agua destilada por 5 minutos. Para recuperagao
antigénica, utilizou-se o tampao Tris-EDTA pH 9 (Dako® EnVision™ FLEX Target Retrieval
Solution High pH), com as laminas sendo submersas na solu¢do preparada com o tampao a 2%
em agua destilada em banho maria a 96 °C durante 20 minutos, seguido de descanso a
temperatura ambiente por mais 15 minutos. A lavagem dos cortes foi feita no primeiro momento
somente com agua destilada, sendo seguida por delimitacdo dos cortes com caneta hidrofobica
PAP Pen Dako® e posterior lavagem dupla com solu¢ao Dako® EnVision™ Flex Wash Buffer
a 5% (Tween) e solu¢cdo PBS (Salina Tamponada com Fosfato). O bloqueio da peroxidase foi
realizado com perdxido de hidrogénio a 3% em agua destilada, com as laminas submersas na
solugdo por 10 minutos em temperatura ambiente, permanecendo mais 10 minutos apos o
preparo de nova solu¢do com as mesmas proporg¢oes, seguido de lavagem dupla com Tween e
PBS. O bloqueio de reacdes inespecificas foi realizado com Molico® durante 30 minutos em
temperatura ambiente.

A partir da etapa de incubagdo do anticorpo primdrio, para o protocolo do anticorpo
policlonal, a dilui¢do realizada foi de 1:500 pl, com o método overnight, durante 12 horas em
refrigeracdo a 4 °C. Apos receberem o anticorpo primario e antes de serem colocadas em
refrigeragdo, as laminas permaneceram em descanso durante 2 horas em temperatura ambiente.
Apods lavagem dupla com Tween e PBS, as laminas receberam o sistema de anticorpo
secundario Dako® EnVision™+ Dual Link System HRP, durante 1 hora em temperatura
ambiente. O protocolo seguiu com a lavagem dupla e posterior revelacdo dos cortes, feita com
cromogeno Dako® EnVision™ Flex DAB+ Chromogen (3,3’- diaminobenzidina) com diluigao
1:20 pl em Substrate Buffer Dako®, durante 5 minutos, seguida de lavagem dupla e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris durante 1 minuto. Por fim, os cortes passaram por
3 banhos de alcool de 10 segundos cada, dois banhos de xilol durante 15 segundos e montagem
das laminas

Para o anticorpo monoclonal, a dilui¢do realizada foi de 1:100 pl, também com
incubacdo overnight durante 16 horas em refrigeracdo. Apds lavagem dupla, os fragmentos
receberam a primeira etapa do sistema Dako® EnVision™ Flex + Mouse (Linker) para
amplificacao do sinal do anticorpo, durante 20 minutos em temperatura ambiente, com posterior
lavagem dupla e aplicagdo da segunda etapa com polimero Dako® EnVision™ + Dual Link
System HRP, em temperatura ambiente por 30 minutos. As etapas de revelagdo,
contracolora¢do e montagem das laminas seguiram de forma similar ao descrito no protocolo
do anticorpo policlonal.

A observagao da imunomarcacao das células CD123+ nos linfonodos foi feita com o
uso de microscopio de luz binocular Olympus® BX51 com equipamento para micrografia
digital Olympus® UC30 e classificada de acordo com a distribuicdo das células imunomarcadas
¢ a intensidade da marcagao, classificada em leve, moderada e intensa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram subdivididos de acordo com a espécie animal, regides do linfonodo
contendo células CD123+, individualizadas ou em ‘clusters’ (agrupadas) e a intensidade da
imunomarcac¢do (leve, moderada ou acentuada), com posterior comparacdo dos resultados
obtidos com o controle positivo da amostra de tonsila humana. Em alguns linfonodos, embora
as células fossem escassas, as mesmas eram fortemente imunomarcadas.

Com o anticorpo policlonal, na tonsila humana, houve imunomarcagao citoplasmatica
de células CDI123+, com intensidade moderada a intensa, individualizadas e/ou clusters
(agrupadas) nas regides interfoliculares (Figura 5), além de endotélio vascular com
imunomarcacao leve.
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Figura 5. Tonsila humana. Controle positivo para IHQ com anticorpo anti-CD123. A e B)
Imunomarca¢do moderada de ‘clusters’ de células CD123+ na regido interfolicular. DAB e
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 20. B) Imunomarca¢do moderada de ‘clusters’ de
células CD123+ na regido interfolicular. DAB e contracoloracdo com Hematoxilina de Harris, obj. 40.
C e D) Células CD123+ (imunomarcagdo moderada) nas regides interfoliculares e em endotélio
(imunomarcagdo leve). DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 40. E e F) ‘Clusters’
de células CD123+ com imunomarcag@o moderada a acentuada nas regides interfoliculares de tonsila.
DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 100.

O anticorpo monoclonal exibiu um padrdao de marcagao atipico na espécie canina, com
imunomarcagdo de distribui¢do difusa, inespecifica e de intensidade acentuada nas estruturas
dos linfonodos. Apoés a aplicacdo de diferentes protocolos de imuno-histoquimica, com diversas
mudangas em relagdo aos reagentes e a duragdo de sua aplicacdo, que incluiram mudangas na
concentracdo do anticorpo primario (1:25, 1:50, 1:100, 1:200 pl), duracdo da recuperacao
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antigénica (15, 20 e 30 minutos), duracdo e concentragdo do bloqueio das peroxidases (10, 15
e 20 minutos, 3 ou 5%), método de incubacao do anticorpo primario monoclonal (estufa a 38°C
durante 2 horas ou overnight em refrigeracdo com duragdo variando entre 12 a 16 horas),
duragdo na incubagdo nas etapas de anticorpo secundario (15, 20 e 30 minutos com Linker, e
30 e 40 minutos com sistema Dako® EnVision™ + Dual Link System HRP), e por fim na
concentracgdo e reagentes DAB utilizados (1:20 e 1:40 pl no cromégeno Dako®, 1:50 e 1:100
ul no cromégeno ScyTek®) que resultou no descarte no uso do anticorpo primdrio associado
ao Linker nos linfonodos caninos, devido aos constantes resultados atipicos e inespecificos. Nas
outras espécies os resultados variaram de acordo com as tentativas de padronizagdo realizadas
nos controles de tonsila humana, porém, com constantes resultados insatisfatérios. Por fim, ndo
foram observadas marcagdes em células dendriticas plasmocitoides nos linfonodos nas espécies
felina, equina e bovina com anticorpo monoclonal, e, portanto, o anticorpo anti-CD123 Clone
CH6 foi descartado do estudo.

J& em relagdo ao anticorpo policlonal, ap6és a padronizagdo do protocolo com
imunomarcac¢do de células no controle positivo de tonsila humana (Figura 5), os resultados
obtidos nos linfonodos de cédes e bovinos foram considerados satisfatorios, sendo subdivididos
a partir da espécie e a distribui¢do das células CD123+ nos linfonodos: Cértex: seios
subcapsulares e peritrabeculares, intrafolicular, perifolicular; Paracértex; Medula: corddes e
seios medulares.

A espécie canina expressou imunomarcagao com intensidade moderada a intensa, com
predominancia de células CD123+ no paracortex proximas as HEVs, distribuicao variavel nas
regides perifoliculares (6/10) e nos seios peritrabeculares (4/10) e seios subcapsulares (4/10), e
ainda imunomarcag¢do do endotélio vascular (Tabela 1), (Figura 6).

Tabela 1: Imunomarcagdo de células CD123+ nos linfonodos de caninos.

Casos Perifolicular Intrafolicular subcs:;(s)ular peri trs:li)(;cular Paracortex mes(;lil(l):res n?e(zlrl?lgiis
Canino 27 + + - - + + +
Canino 28 - - - - + - -
Canino 29 + + + - ++ - -
Canino 30 - - - - + - -
Canino 31 + - + - + + -
Canino 32 - - - - + - +
Canino 33 + - + + ++ - +
Canino 34 ++ + - + Aot - -
Canino 35 ++ + + + +++ - -
Canino 36 - - - + + - -
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Figura 6. Linfonodos de cdes, IHQ com anticorpo anti-CD123. A) Imunomarcagdo acentuada de
células CD123+ na regido paracortical. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 20.
B) Raras células CD123+ na regido perifolicular com imunomarcagdo intensa a moderada. DAB e
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 40. C) Paracértex com imunomarcag¢ao moderada de
células CD123+ individualizadas. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 40. D)
“Clusters’ de células CD123+ com imunomarcagdo acentuada no paracortex. DAB e contracoloragéo
com Hematoxilina de Harris, obj. 40. E e F) Células CD123+, isoladas ou em ‘clusters’ com
imunomarcagdo moderada a acentuada no paracortex. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de
Harris, obj. 100.

36



Nas andlises imuno-histoquimicas com os diversos protocolos para o anticorpo
policlonal aplicados nos linfonodos de felinos, os resultados obtidos foram negativos tanto para
a imunomarcagao de células CD123+, quanto para as células endoteliais.

Na espécie bovina, as células CD123+ exibiram imunomarca¢do de intensidade
moderada, predominantemente nas regides do paracortex (8/10), seios medulares (7/10) e
corddes medulares (7/10) e ocasionalmente na regido intrafolicular (Tabela 2), (Figura 8).

Tabela 2. Imunomarcacdo de células CD123+ nos linfonodos de bovinos.

Seio Seio Seios Corddes
Casos  Perifolicular Intrafolicular subcapsular peritrz:_becula Paracértex medulares medulares
Bovino 7 + - - + + T ¥
Bovino 8 + - + + + 4t +
Bovino 9 + - - + ++ _ _
Bovino 10 - - - - - - -
Bovino 11 + + + ++ ++ 4+ ++
Bovino 12 - - - - + ++ ++
Bovino 13 - - - + + + +
Bovino 14 - - - + + + +
Bovino 15 + - - + 4t + +
Bovino 16 - - - - - - -
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Figura 7. Linfonodos de bovinos, IHQ com anticorpo anti-CD123. A) Imunomarcac¢do moderada de
raras células CD123+ na regido intrafolicular (setas). DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de
Harris, obj.10. B e C) Regido medular com imunomarcagdo acentuada de células CD123+
individualizadas. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj.40. D) Imunomarcagdo
acentuada de grupos células CD123+ no seio medular (seta). DAB e contracoloracdo com Hematoxilina
de Harris, 0bj.40.

Nos linfonodos dos equinos, observaram-se algumas células menores com
imunomarcacgao citoplasmatica, entretanto, devido a hemossiderose verificada nos linfonodos
desta espécie, decidiu-se por desconsiderar este resultado.

Apos o exame imuno-histoquimico da espécie canina, foi realizada a caracterizagdo das
células imunomarcadas nos linfonodos desta espécie. Observou-se que as células
imunomarcadas exibiam tamanho em média cerca de 1.5 vezes maiores que uma hemaécia (com
tamanho que varia entre 6 a 7um), formato ovoide a arredondado, nucleo arredondado e
excéntrico com nucléolo pouco evidente. Foram evidenciadas ainda células morfologicamente
distintas das células denominadas plasmocitoides, cerca de 2 vezes maiores que hemacias, com
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citoplasma amplo, nicleo arredondado a ovoide com cromatina pontilhada e nucléolo pouco
evidente (Figura 8).

Figura 8. Linfonodos de cies. A e C) Regido paracortical de linfonodo canino contendo linfocitos,
plasmocitos, células endoteliais e raros macrofagos. HE, obj. 40. B e D) Imunomarcacdo moderada a
acentuada de células CD123+ individualizadas no mesmo campo da regido paracortical dos linfonodos
A e C. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj. 40.

Os resultados obtidos com a aplicacdo do anticorpo policlonal foram satisfatérios, com
imunomarcac¢ao predominante de células CD123+ na regido paracortical de caninos (10/10) e
bovinos (8/10). A presenca das células CD123+ nas zonas ricas em células T sdo similares aos
observados nos estudos mais recentes acerca deste tema, que menciona a associagdo dessas
células nesta regido com a sua migrag¢ao do sangue para o linfonodo através das HEVs por meio
de ligantes especificos como CCL19, CCL21 e CXCL13 no receptor de quimiocinas CCR7
(FACCHETTI et al., 1988; GROUARD et al., 1996; CELLA et al., 1999; DUBOIS et al., 1999;
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PENNA et al., 2002; YONEYAMA et al., 2004; SETH et al., 2011; ROLLINS-RAVAL et al.,
2013; BLANCHARD; GIRARD, 2021).

Em dois cades, a quantidade e distribui¢do das células CD123+ foram similares as
verificadas na tonsila humana. Uma varidvel que pode afetar a quantidade de pDCs presentes
no linfonodo ¢ citada por Facchetti ef al. (2003) e Rollins-Raval et al. (2013), que mencionam
o aumento na quantidade de pDCs em associa¢do com a reatividade do linfonodo a patdgenos,
com menor quantidade de cé€lulas presentes nos casos de infec¢des virais, € maior nimero
observado em patologias inflamatorias, ndo sendo um achado patognomonico para nenhuma
desordem em particular.

Neste experimento, os casos de caninos com maior quantitativo de células CD123+
apresentavam diagnostico de infec¢des variaveis de acordo com o tecido de origem, como o
Canino 29 com histérico de endocardite valvar, Canino 33 com dermatite ¢ furunculose, Canino
34 com paniculite piogranulomatosa e Canino 35 com diagndstico de mastite linfohistiocitica
(Anexo A,‘a’). O mesmo nao foi verificado nos bovinos com patologias especificas (Anexo
A,‘c’). Nao houve associagdo com o aumento ou redu¢ao do niamero de células CD123+ com
o diagnostico de neoplasias em caes.

A idade do animal ¢ mencionada como um fator relacionado ao declinio funcional e
quantitativo das pDCs e consequentemente da producdo de IFN-I (SHODELL; SIEGAL, 2002),
que segundo Jing ef al. (2009) sao menos frequentes em idades mais avangadas. O mesmo pode
ser observado neste experimento nos bovinos, em que as células CD123+ encontravam-se
presentes em maior quantidade em animais jovens, como o Bovino 9 (5 anos de idade), Bovino
11 (3 meses de idade), Bovino 12 (5 anos), Bovino 13 (7 meses) e Bovino 15 (9 meses) que
exibiram maior quantidade de células CD123+ em comparagdo com os outros bovinos. A
mesma correlagdo nao pdde ser comprovada na espécie canina, na qual a maior expressao de
células CD123+ foi verificada em animais de meia-idade a idosos (entre 8 a 13 anos).

Outro fator que pode influenciar a quantidade de pDCs nos linfonodos, porém de forma
mais rara, ¢ a reduzida expressao de marcador molecular, neste caso, o CCR7. Seth et al. (2011)
citam que, em camundongos, a redu¢do na expressaio de CCR7, um importante efetor na
migracdo das pDCs através das HEVs, acarretou uma diminui¢ao no aporte dessas células no
orgao.

Além da distribui¢do predominante paracortical, em todos os casos, as células CD123+
estavam dispostas de forma individualizada ou agrupada, formando clusters com celularidade
variavel, assim como citam Sozzani et al. (2010) e Ashton-Key et al. (2016). O mesmo foi
observado nos linfonodos de caes, e, em menor propor¢ao, nos de bovinos. Isso pode confirmar
a importancia das HEVs nos animais como porta de entrada para os linfocitos nos orgaos
linfoides secundarios, sendo responsaveis por cerca de 90% deste influxo (MESCHER, 2018).
Na espécie canina, observou-se um padrao de distribuicdo semelhante ao descrito na literatura
humana, com células ocasionais presentes em outras regides, como a perifolicular (6/10), os
seios peritrabeculares (4/10) e os seios subcapsulares (4/10).

Em humanos, ¢ relatada a importancia da IL-3 na proliferagao de células endoteliais, e
o0s experimentos que utilizam o anticorpo anti-CD123 apresentam marca¢ao endotelial evidente
e frequente. Isso ndo foi observado na mesma frequéncia nos linfonodos animais deste estudo,
que exibiram rara evidenciacdo de células endoteliais (BRIZZI et al.,1993; EHNINGER et al.,
2014).

Ainda em relagdo a espécie canina, os resultados obtidos com o anticorpo monoclonal
com o uso do método de anticorpo secunddrio em duas etapas (Linker), demonstraram a
instabilidade deste método de detecgdo nesta espécie, visto que mesmo a sua aplicagdo sem o
uso do anticorpo primario resultou na imunomarcagdo celular inespecifica. Portanto, os
resultados obtidos nos cades com o emprego do Linker devem ser desconsiderados, pela grande
probabilidade de imunomarcacdo de células e estruturas indesejadas, oposto ao relatado em
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pesquisas prévias em que o presente estudo se baseou para a aplicagdo desta metodologia.

Outras regioes dos linfonodos em que foram observadas ocasionais células CD123+
incluiam os seios peritrabeculares (7/10), seios medulares (7/10) e corddes medulares (7/10) na
espécie bovina. No que se refere aos seios trabeculares, os mesmos sao formados a partir de
projecdes internas da capsula externa do linfonodo e possuem vasos sanguineos ramificados e
vasos linfaticos eferentes, uma das vias de chegada das pDCs (KONIG; FRIES; PAULSEN;
LIEBICH, 2016; MESCHER, 2018; BLANCHARD; GIRARD, 2021). Associando os
componentes ¢ a descricdo da marcagdo nestas espécies, levanta-se a hipotese de uma maior
participagdo dos vasos linfaticos eferentes na chegada de células CD123+ no linfonodo em
comparag¢do com as HEVs nos bovinos.

A marcagdo de células CD123+ nos seios e corddes medulares nos bovinos foi
diferenciada da marcagdo de macrofagos ativados nos seios medulares — frequentemente
presentes nesta espécie — levando em consideracdo somente as células com hiperexpressao,
como descrito por Buelens ef al. (2002). Esta diferenciacao € essencial, visto que o experimento
utilizou o anticorpo policlonal, que também pode apresentar imunomarcagdo discreta em outras
células sensiveis para anti-CD123. Por sua vez, os seios medulares dos linfonodos sao descritos
como dilatacdes delimitadas por endotélio continuo com os seios corticais e penetrado por
fibras reticulares e processos de DCs, por onde ocorre drenagem da linfa e posterior
convergéncia dos vasos linfaticos eferentes (EROSCHENKO, 2013; MESCHER, 2018).
Supde-se que, na espécie bovina, as células CD123+ possam apresentar um padrdo de
distribuicdo pelo linfonodo com maior envolvimento de estruturas medulares do que corticais.
Raras células CD123+ foram observadas na regido cortical, por vezes associadas aos foliculos
linfoides.

Na espécie felina, todos os casos apresentaram resultados negativos, assim como nao
foram evidenciadas marcac¢des endoteliais nesta espécie. O menor niamero de casos
selecionados para IHQ na espécie equina se deu pela presenga constante de hemossiderina
observada nas laminas em H.E., em quantidades inadequadas para representar um resultado
fidedigno por levar a dificuldade na interpretacao dos resultados com o emprego do cromogeno
DAB, que evidencia as células em tonalidade semelhante ao pigmento. Este mesmo empecilho
resultou na desconsideracdo dos resultados obtidos nesta espécie com o cromdgeno, visto a
dificuldade na diferenciacdo de células imunomarcadas das células contendo pigmento de
hemossiderina.

Assim como citado por Cella et al. (1999) e Soumelis & Liu (2006), as células CD123+
apresentaram duas morfologias, de acordo com os autores, devido ao estado de ativagdo. Pré-
pDCs exibiriam formato plasmocitoide, enquanto as células pDCs ativas seriam maiores € mais
distintas em relagdo a morfologia plasmocitoide. Tipos celulares similares aos dois tipos
descritos pelos autores foram verificados neste experimento nas espécies canina e bovina.

Os resultados negativos exibidos nos linfonodos felinos ressaltam a necessidade de
novos estudos com diferentes protocolos IHQs para confirmar a aplicagdo deste anticorpo nesta
espécie. Os resultados na espécie canina mostraram maior semelhanca aos observados na
literatura humana, com células exibindo imunomarcagdo intensa e padrido morfologico
plasmocitoide (pré-pDC) evidente em regido paracortical, isoladas ou agrupadas.

Os resultados deste trabalho podem servir como base para estudos futuros com as pDCs
nos animais, sobretudo em relagdo ao seu papel em doengas autoimunes, inflamatdrias e
neoplasicas.
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5 CONCLUSAO

Demonstrou-se pela primeira vez que o anticorpo anti-CD123 policlonal ¢ valido para
imunomarcagdo de células CD123+ com morfologia plasmocitoide em linfonodos de caes e
bovinos. Nos linfonodos de caes, as células CD123+ com aspecto plasmocitoide se distribuiram
de forma isolada ou em pequenos grupos, sobretudo na regido paracortical e perifolicular,
enquanto na espécie bovina as células CD123+ se apresentavam isoladas ou em pequenos
grupos, principalmente nos seios e corddes medulares e no paracortex. Nao foram evidenciadas
células CD123+ em nenhum dos linfonodos felinos com o anticorpo anti-CD123 policlonal. Os
resultados obtidos na espécie equina foram desconsiderados devido a presenca constante de
hemossiderina nos animais avaliados. Nao conseguimos marcacao com o anticorpo anti-CD123
monoclonal clone CH6 nos caninos, felinos, bovinos e equinos.

Os resultados deste trabalho podem servir como base para estudos futuros com as pDCs
nos animais, sobretudo sobre seu papel em doengas autoimunes, inflamatorias e neoplésicas.
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ANEXOS

Anexo A. Tabelas (A a D) com dados dos animais utilizados no estudo por espécie.
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ANEXO A

Dados dos casos utilizados por espécie.

A. Caninos
Numf:ro de Identificacao Idade Sexo Diagnosticos Orlgem. do
registro material
36509 Canino 27 14 anos Fémea Adenocarf: thoma Bidpsia
tubular simples
36578 Canino 28 7 anos Fémea Hiperplasia lobular Biopsia
Linfoma
37357 Canino 29 8 anos Macho epiteliotropico e Necropsia
endocardite valvar
38736 Canino 30 10 anos Fémea CiStoadenomasimples — pio 0
e adenoma tubular
38627 Canino 31 11 anos Fémea Ectasia ductal maméria Biopsia
e adenoma complexo
Adenoma tubular,
carcinoma em tumor
39085 Canino 32 7 anos Fémea misto e carcinoma Biopsia
complexo
linfoplasmocitica
Dermatite,
38494 Canino 33 8 anos Fémea furunculose, lipoma e Biopsia
carcinoma s6lido
Carcinoma tubular,
39222 Canino 34 13 anos Fémea . paniculite Biopsia
piogranulomatosa e
lipoma
Hiperplasia lobular,
38215 Canino 35  Naio informado Fémea . nElastlt? : Biopsia
linfohistiocitica e
plasmocitica
39204 Canino 36 Nao informado  Fémea Adenoma complexo ¢ Biopsia

hiperplasia nodular
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B. Felinos

Num.ero de Identificacio Idade Sexo Diagnésticos Orlgem. do
registro material
. Edema laringeo e .
36785 Felino 17 9 anos Macho Necropsia
glomeruloesclerose
Pleuropneumonia
36681 Felino 18 6 anos Macho granulomatosa, Necropsia
linfadenite
37323 Felino 19 8 anos Macho Peritonite Infecciosa Necropsia
Felina (PIF) p
37239 Felino 20 1 ano Fémea  Linfoma mediastinico  Necropsia
37116 Felino 21 Nao informado  Macho Osteomielite bacteriana Necropsia
¢ edema pulmonar
Pleuropneumonia
37372 Felino 22 3 anos Fémea piogranulomatosa, Necropsia
hepatite periportal
38523 Felino 23 Nao informado Macho Balanopostite bacteriana  Bidpsia
Edema pulmonar,
37253 Felino 24 3 anos Fémea hemoperltp nio agudo, Necropsia
hemorragia e necrose
hepatica e muscular
37375 Felino 25 2 anos Macho Linfoma Necropsia
37314 Felino 26 4 anos Fémea Linfoma, atelectasia e Necropsia

enfisema pulmonar
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C. Bovinos

Num.ero de Identificacio Idade Sexo Diagnésticos Orlgem. do
registro material
36564 Bovino 7 2 anos Fémea Deficiéncia de cobre ~ Necropsia
36901 Bovino 8 22 anos Fémea M1nera11,z acdo Necropsia
metastatica
37610 Bovino 9 5 anos Fémea Inconclusivo Necropsia
Broncopneumonia
37614 Bovino 10 3 meses Fémea s’eCI‘m‘darla a0 VlI:u? Necropsia
Sincicial Respiratorio
Bovino (BRSV)
37615 Bovino 11 3 meses Macho Inconclusivo Necropsia
37733 Bovino 12 5 anos Fémea Enterite, 11nfaden1te © Necropsia
hepatite
39216 Bovino 13 7 meses Macho Intu‘ssuscepf;ao © Necropsia
pielonefrite
40255 Bovino 14 9 anos Fémea Inconclusivo Necropsia
38905 Bovino 15 9 meses Fémea Traumatismo Necropsia
36514 Bovino 16 3 anos Macho Ruminite ulcerativa Necropsia
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D. Equinos

Numfaro de Identificacio Idade Sexo Diagnésticos Orlgem. do
registro material
. . Melanoma melanoético .

36734 Equino 2 25 anos Fémea L Necropsia

metastatico

37598 Equino 3 3 anos Macho Traumatismo Necropsia
. o Nao o .

40256 Equino 4 Nao informado . Nao informado Necropsia

informado
Microftalmia,

. n broncopneumonia .

39789 Equino 5 3 meses Fémea abscedativa, hepatite ¢ Necropsia

tiflite
37607 Equino 6 12 anos Macho Mielite, perineurite e Necropsia

miosite abscedativa
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