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Resumo

A imunocitoquimica (ICC) é uma técnica que pode ser usada para imunofenotipagem de
linfoma canino. Contudo, a utilidade da ICC é limitada pela quantidade e qualidade do material
citologico disponivel para a mesma. Os meétodos automatizados sdo mais precisos e tempo-
eficientes, mas os protocolos tradicionais usam apenas um marcador por lamina, obrigando ao uso
de pelo menos duas laminas citoldgicas por caso. A marcagao multiplex imunoenzimatica permite
a localizagdo de dois ou mais antigénios diferentes na mesma amostra com recurso ao uso de
diferentes enzimas e cromogéneos para cada marcador. O presente trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar o uso de uma técnica de ICC de dupla marcacdo sequencial numa lamina
citologica previamente corada com May — Grunwald — Giemsa (MGG) para imunofenotipagem de
linfoma canino. Para tal, foram retrospetivamente selecionados 31 casos de linfoma canino com
diagnostico de imunofenétipo previamente estabelecido por ICC simples nos seis meses
antecedentes, para os quais laminas de sobra coradas com MGG estavam ainda disponiveis. Para
cada caso, foi realizada ICC dupla para Pax5 e CD3 numa plataforma Leica Bond Il e as reacdes
desenvolvidas com os cromogéneos Fast Red e DAB para visualizacdo de cada marcador,
respetivamente, e as laminas digitalizadas com um sistema Leica Aperio GT 450. O diagnostico,
percentagem de células positivas e intensidade da coloracdo foram comparados entre a marcagdo
dupla e a marcacéo simples. A funcionalidade de “desconvolugdo de cor” do software QuPath foi
usada para facilitar interpretacao da coloracdo. Em 87% dos casos (27/31) foi possivel atribuirum
imunofenotipo, aumentando para 93% (27/29) se as laminas de fraca qualidade forem excluidas.
Os restantes casos (2/29) foram definitivamente considerados inconclusivos devido a auséncia de
coloragdo do marcador Pax5. A percentagem de células positivas foi idéntica entre as duas técnicas
para todos 0s casos, mas a intensidade da coloracao ligeiramente menor para o marcador Pax5,
sobretudo em casos de linfomade células T. Os autores concluem que a dupla marcagéo ICC pode
ser realizada em apenas uma lamina citoldgica, providenciando excelente concordancia com ICC
simplesem laminas de boa qualidade. A avaliacdo simultanea de marcadores de célulasBe T é um
procedimento simples, rapido e fiavel que evita a necessidade de recolheitade amostras nos casos

em que apenas uma lamina citoldgica esta disponivel.

Palavras — Chave: marcacdo multiplex imunoenziméatica, DAB, Fast Red, QuPath,
desconvolucdo de cor



Abstract

Immunocytochemistry (ICC) can be used for canine lymphoma phenotyping. However,
ICC utility is limited by the quantity and quality of cytological material available. Automated
methods are more accurate and time efficient, but traditional protocols use one slide per marker,
obliging the use of at least two slides per case. Immunoenzimatic multiplex labeling allows the
localization of two or more different antigens in the same sample using different enzymes and
chromogens for each marker. The present study was conducted with the objective to evaluate the
use of an ICC double-staining technique with an automated stainer for lymphoma phenotyping
using only one previously-stained cytology slide. Thirty-one canine lymphoma cases
immunophenotyped with ICC within the previous 6 months, for which spare previously-stained
cytology slides were still available, were retrospectively selected. For each case, double-ICC with
CD3 and Pax5 was performed on a Leica Bond Ill, with DAB and Fast-RED chromogens, and the
slides were digitalized using a Leica Aperio GT 450. Diagnosis, percentage and intensity of
staining of both ICC techniques were compared. QuPath software color deconvolution
functionality was used to ease interpretation of staining. The phenotype was achieved on 87% of
the cases (27/31) but increased to 94% if poor quality slides were excluded. Two inconclusive cases
were due to absence of Pax5 staining. Percentage of stained cells was similar, but intensity of
staining was slightly lower for the Pax5 marker on the double-ICC, mainly in cases of T-cell
lymphoma. Automated double-1CC can be performed in just 1 cytology smear, providing excellent
agreement with conventional ICC technique in good-quality slides. This simultaneous assessment
of B and T-cell markers is a simple and fast procedure that avoids the need for resampling when

only one slide is available.

Key — words: immunoenzymatic multiplex labeling, DAB, Fast Red, QuPath, color

deconvolution
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Descricéo da Casuistica de Estagio

O estagio curricular realizou-se presencialmente no Departamento de Medicina
Veterinariae Ciéncias Animais do Hospital Veterinario Universitario de Lodi da Universidade de
Estudos de Mil&o, sob orientacdo do Professor Doutor Mario Caniatti, no periodo de 3 de Outubro
de 2022 a 3 de Fevereiro de 2023.

Durante o periodo de estdgio o autor treinou essencialmente em diagnostico
citopatologico, tendo sido possivel acompanhar em menor extensdo os servi¢cos de autopsia da
unidade, bem como reunides semanais de discussdo de casos de histopatologia, citopatologia e
microscopia eletronica, organizadas pelos residentes e supervisores do Colégio Europeu de
Patologia Veterinaria (ECVP, do inglés European College of Veterinary Pathology) da
Universidade de Mildo.

A rotina de atividade do autor caracterizou-se (com variagdes ocasionais) pela analise de
amostras citologicas de casos arquivados, realizacdo da coloracdo das amostras citoldgicas de
rotina (May-Grunwald-Giemsa), posterior analise das mesmas, e interpretacdo conjunta com o
supervisor do total de amostras (arquivadas e de rotina) analisadas nesse dia. Do total de amostras
observadas, foram registadas 252 amostras citoldgicas: 103 amostras de casos arquivados e 149
amostras de rotina. No entanto, a elevada casuistica da unidade e o fluxo de trabalho acelerado dos
supervisores, associados a adaptacdo inicial do estagiario a essas mesmas circunstancias,
coletivamente resultaram na falha do registo inicial de amostras de rotina, fazendo com que o

numero total das mesmas esteja subrepresentado.

As amostras registadas foram agrupadas de acordo com a sua origem em um de sete
grupos: (1) Lesbes Cutaneas, Subcutaneas e das Mucosas; (2) Orgdos do Sistema Hemolinfatico
(medula 6ssea, baco e linfonodos); (3) Orgdos Internos/Viscerais; (4) Efusdes, Liquido
Cefalorraquidiano, Fluido Sinovial, Lavados Traqueal e Broncoalveolar; (5) Urina/Sedimento
Urinario; (6) Sistema Musculo-esquelético (exceto fluido sinovial); e (7) Dados N&o Disponiveis
(Figura 1)
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Figura 1. Grafico com distribuicdo do total de amostras registadas quanto a sua origem

As amostras registadas foram ainda agrupadas morfologicamente em (1) Neoplasias; (2)

Inflamacdes; (3) Outras Lesdes (quistos, hiperplasias, calcificagdes, etc); (4) Estadiamentos; e (5)
Inconclusivos (Figura 2).

Caracterizagdo do Total de Amostras Registadas Quanto
ao Tipo de Lesdo

® Neoplasias  ® InflamagGes  ® Inconclusivos Outras Lesdes  ® Estadiamentos

Figura 2: Grafico com distribuicdo quantitativa das amostras registadas segundo o tipo de lesdo.
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As amostras alocadas ao grupo “Neoplasias” foram subdivididas quanto a origem celular
(células redondas, epiteliais, mesenquimatosas ou indiferenciadas) e quanto a malignidade
(benignaou maligna) (Figura 3). As amostras alocadas ao grupo “Inflamag¢des” foram subdivididas
quanto ao tipo de leucocito predominante (neutrofilica, granulomatosa, piogranulomatosa,

eosinofilica, linfocitica/linfoplasmocitica ou mista) (Figura 4).

Caraterizacdo das Amostras com Diagndstico de
Neoplasia
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® Malignas ® Benignas
Figura 3: Caraterizacdo das amostras com diagndstico de neoplasia

Caraterizacdo das Lesdes Inflamatorias

Neutrofilica

Mista 32%
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Granulomatosa
. " . 4%
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2%
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17%

Figura 4: Caracterizacdo das lesdes inflamatdrias quanto ao tipo de leucdcito predominante
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| Introducéao
1. Linfoma Canino

1.1. Generalidades e Epidemiologia

Os tumores linféides integram um grupo diverso de neoplasias com origem em células do
tecido linfoide extramedular (linfomas) ou que surgem na medula 6ssea e bago (leucemias). Apesar
dos linfomas geralmente aparecerem em tecido linfoide, tal pode acontecer em praticamente

quaisquer tecidos do organismo (Vail et al., 2019; Valli et al., 2017).

O linfoma canino é a neoplasia de origem hematopoiética mais comum no céo e esta entre
as trés neoplasias mais diagnosticadas nesta espécie (Dorn et al., 1966, 1968, 1970; Merlo et al.,
2008), com uma incidéncia anual estimada de 1.5 por 100,000 cdes com menos de 1 ano de idade
e de 84 por 100,000 cées no grupo dos 10 aos 11 anos de idade (Vail et al., 2019). A maioria dos
caes afetados tem entre 6 e 9 anos de idade (Vail et al., 2019) e fémeas inteiras tém menor risco de

desenvolver linfoma (Villamil et al., 2009).

Entre as ragas sobre-representadas para o0 acometimento de linfoma canino no geral,
incluiam-se os cdes sem raca definida, de raca Boxer e Cocker Spaniel (Pastor et al., 2009),
Boiadeiro Australiano, Doberman e Rottweiller (Yau et al., 2017), Boieiro de Berna, Bullmastiff
e Terrier Escocés (Villamil et al., 2009). Algumas racgas, como o Doberman e Boieiro de Berna
estdo altamente predispostas ao desenvolvimento de linfoma no geral (sem pré-disposicao para
nenhum subtipo em particular), e noutras, como o Rottweiller e 0 Boxer, observa-se uma maior
prevalénciade linfoma de células B e linfomade células T, respetivamente (Comazzi et al., 2018).
A etiologia do linfoma canino é provavelmente multifatorial e as investigacdes atuais debrucam -
se nomeadamente sobre fatores genéticos e moleculares, fatores infecciosos, fatores ambientais e

fatores imunoldgicos (Vail et al., 2019).
1.2. Sistema de Classificacdo e LimitacGes Associadas

A classificagdo de linfoma canino utilizada atualmente foi adaptada da classificagéo
REAL (do inglés Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms) adotada

pela WHO (do inglés World Health Organization) aplicada no linfoma humano apos se observar a
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sua aplicabilidade nesta espécie (Harrisetal., 1999; Ponce et al., 2010; Swerdlow et al., 2008; Valli
et al., 2011). Este sistema utiliza como critérios de classificacdo todas as informacoes relevantes
para caraterizar cada entidade de doenca isolada: topografia, citomorfologia, padréo histoldgico
(difuso, nodular), imunofendtipo celular (linfoma de células B, linfoma de células T e NK), e
comportamento bioldgico da neoplasia (agressivo, intermédio, indolente, resposta a
tratamento)(Valli et al., 2011, 2017), com os objetivos de segregar doencas distintas (subtipos)

seguindo guidelines reproduziveis e clinicamente relevantes (Seelig et al., 2016).

Aproximadamente 85% dos linfomas caninos sao representados (1) pelo Linfoma Difuso
de Grandes Células B (DLBCL, do inglés Diffuse Large B Cell Lymphoma) que compreende cerca
de 50% dos casos; (2) pelo Linfoma de Células T N&o Especificado (PTCL-NOS, do inglés
Peripheral T Cell Lymphoma Not Otherwise Specified) com frequéncia de cerca de 15%; (3) pelo
Linfomade Zona T (TZL, do inglés T Zone Lymphoma), que representa 5-10% dos casos; (4) pelo
Linfoma de células T Linfoblastico (T-LBL, do inglés T Cell Lymphoblastic Lymphoma), que
corresponde a 4% dos casos; e (5) pelo Linfomada Zona Marginal (MZL, do inglés Marginal Zone
Lymphoma), correspondendo a 5-10% dos casos (Ponce et al., 2010; Seelig et al., 2016; Valli et
al., 2011, 2013, 2017; Vezzali et al., 2010). Os restantes 15% incluem linfomas incomuns como o
Linfoma Folicular (FL, do inglés Follicular Lymphoma), entre outros. (Valli et al., 2011, 2013,
2017).

De notar que a habilidade de um sistema de classificagdo prever o comportamento
bioldgico de um tumor e orientar as decisdes clinicas € o principal objetivo do mesmo em medicina
humana e veterinaria (Valli et al., 2017). Isto torna-se particularmente dificil para o linfoma em
animais por varias razdes que de forma geral resultam num nimero reduzido de animais registados
para cada diagnostico (subtipo de linfoma), heterogeneidade dos dados registados entre casos
(Marconato et al., 2017) e perda de follow-up, seja por restricdes econémicas dos tutores, pela
decisdo dos mesmos em pbr termo ao trabalho diagnoéstico a meio do processo, pela pratica da
eutanadsia em casos que o critério de decisdo utilizado ndo é a extensdo do tumor, por
frequentemente ndo se realizar autopsia para determinar recorréncia, metastizacédo, quais os 0rgaos

do sistema linfatico envolvidos, entre outros (Valli et al., 2017).

Em adicdo, € uma realidade pratica que através de analise citoldgicae imunofenotipagem

se chegue a um diagndéstico que providencia importantes informacdes progndsticas, deixando
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varios casos avaliados sem histopatologia e pesquisa detalhada da distribui¢do anatomica devido a
dificuldade em justificar a realizacdo de uma bidpsia excisional, necessaria para avaliar o padrao
histologico, mas que requer anestesia geral. Consequentemente a classificagdo destes casos

permanece incompleta (Valli et al., 2017).

Uma complicacéo adicional advém do facto de diferentes métodos de imunofenotipagem
providenciarem resultados contrastantes. Thalheim e colaboradores (2013) avaliaram a
determinacdo do imunofendtipo por imunohistoquimica (IHC, do inglés immunohistochemistry),
citometria de fluxo (FC, do inglés, Flow Cytometry), e Reacdo em Cadeia de Polimerase para
Rearranjo de Recetores Antigénio (PARR, do inglés, Polymerase Chain Reaction for Antigen
Receptor Rearrangement). A concordancia entre os diferentes métodos foi de 94% entre IHC e a
FC, de 70% entre IHC e PARR, de 63% entre FC e PARR e de 63% entre 0s trés testes.

Em suma, para minimizar as limitag6es do atual sistema de classificacdo de linfomasem
medicina veterinaria seriam necessarias avaliacfes precisas da evolucdo clinica e achados de
autopsia em numero de animais suficiente por cada subtipo de linfoma, comparagGes entre grupos
tratados e ndo tratados e padronizacdo dos meios de diagnostico utilizados para a classificacdo
(Valli et al., 2017).

1.3. Diagnostico Citologico

A classificagdo de Kiel atualizada, baseada em citomorfologia e atividade mitotica,
considera-se adequada para efeitos de analise citoldgica (Raskin, 2023; Teske, 2014), uma vez
demonstrada a aplicabilidade no linfoma canino e importancia progndstica (Kiupel et al., 1999;
Teske et al., 1994). Alguns autores afirmam ser possivel distinguir os subtipos de linfoma nodais
mais comuns (segundo a classificacdo REAL/WHO) com base no tamanho das células observadas
(Raskin, 2023). A descricdo citoldgica de cada uma destas entidades esta fora do alcance do
pretendido pelos autores, mas pode ser encontrada na literatura (Raskin, 2023; Teske, 2014). Os

critérios de avaliacdo citomorfoldgica encontram-se listados no Anexo 1.

Uma vez que a maioriados linfomas em cdes sao de alto grau, a imagem citoldgica mais
comum de ser observada € composta por populacdo celular homogénea (diferenciando-se de uma
populacdo reativa que tipicamente demonstra polimorfismo celular), formada por células grandes

imaturas com citoplasma basofilico, nacleos com cromatina finamente granular e diminuicao do
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racio nucleo/citoplasma (Blauvelt & Messick, 2020; Raskin, 2023). O nimero de mitoses pode
estar aumentado bem como o nimero de macréfagos de corpos tingiveis (TBMs, do inglés Tingible
Body Macrophages) indicando elevado turnover celular e linfopoiese (Blauvelt & Messick, 2020;
Raskin, 2023). Devido a fragilidade das células imaturas neopléasicas, também € frequente
observarem-se nucleos lisados sob a forma de material amorfo eosinofilico e numerosos
fragmentos citoplasmaticos basofilicos do tamanho de plaguetas denominados corpos

linfoglandulares, resultantes da rutura destas células (Blauvelt & Messick, 2020; Raskin, 2023).

Por outro lado, cerca de 20% dos linfomas sdo de células pequenas dificultando o
diagnostico, embora possam ser reconhecidos por patologistas mais experientes como populagédo
homogénea de linfocitos pequenos com raras mitoses (Blauvelt & Messick, 2020). Outros casos
que representam diagnosticos citoldgicos desafiantes incluem aqueles cuja colheita da amostra foi
realizada em estados precoces da doenca ndo havendo ainda substituicdo total da populagéo normal
pela neoplésica (padrdo difuso) e casos de linfomas nodulares que coletivamente resultam na
aspiracdo tanto de elementos celulares neoplasicos como de elementos celulares ndo neoplasicos
(Blauvelt & Messick, 2020; Raskin, 2023), ou ainda casos em que o subtipo de linfoma
intrinsecamente possui mistura de elementos neoplésicos e reativos, como acontece no linfoma de
grandes células B rico em células T (Blauvelt & Messick, 2020; Fournel-Fleury et al., 1997), por
alguns autores citado como doenga tipo-Hodgkin quando detetada em gatos (Steinberg & Keating,
2008).

Em casos de diagndstico citolégico inconclusivo, devem-se utilizar outras técnicas
complementares de diagnostico para efeitos de analise de clonalidade (PARR) e determinacao da
linhagem celular (imunocitoquimica, imunohistoquimica, citometria de fluxo) (Fournel-Fleury et
al., 1997; Gabor et al., 1999; Vallietal., 2011), e a avaliagdo do hemograma e esfregago sanguineo
deve ser sempre feita para excluir a hipétese de leucemia primaria que infiltrou linfonodos
(Blauvelt & Messick, 2020) ou linfomade estadio V (Valliet al., 2017). Como resultado, a analise
citologica frequentemente ndo permite dar um diagndstico especifico do subtipo de linfoma
(segundo classificacdo REAL)(Caniatti et al., 1996; Carter & Valli, 1988; Martini et al., 2022), e
como tal é reconhecida como um teste fundamental de identificacdo de doenca neoplésica de
origem linféide, que pode ser usado como triagem para prever grau e imunofen6tipo. No entanto,

os resultados devem ser confirmados com outras técnicas complementares de diagnostico,
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permanecendo a histopatologia e imunofenotipagem os meios gold standard para classificacdo das
varias entidades de linfoma canino (Martini et al., 2022; Valli etal., 2013). Deste modo, a aparéncia
morfologicadas células neoplasicastem sido usada conjuntamente com a imunofenotipagem para
melhor caraterizar os linfomas e providenciar assisténcia na previsdo do prognostico (Ponce et al.,
2004).

1.4. Prognostico

O prognostico de linfoma canino é altamente variavel e depende de varios fatores, sendo
os identificados com maior consisténcia como tendo influéncia prognodstica em linfomas nodais

periféricos: substadio clinico WHO, grau e imunofenétipo (Vail et al., 2019).

Cées com linfoma de grau intermédio ou alto grau tendem a responder a tratamento com
quimioterapia mas a recidivar cedo, ao passo que caes com linfomas de baixo grau indolentes
(linfoma de zona T, linfoma de células do manto, linfoma da zona marginal) tendem a ser pouco
responsivos a quimioterapia mas experienciam tempos de sobrevida prolongados mesmo na
auséncia da mesma (Flood-Knapik et al., 2013; Stefanello et al., 2011; Vail et al., 2019; Valli et
al., 2006).

Mais ainda, ja varios estudos confirmaram que caes com linfomas ndo-indolentes, de grau
intermédio ou alto grau, tém remissfes e tempos de sobrevida significativamente mais curtos
quando a doenca € de células T do que caes com linfomade grau intermédio ou alto grau de células
B (Appelbaum et al., 1984; Greenlee et al., 1990; Marconato et al., 2011; Rao et al., 2011;
Ruslander et al., 1997; Teske et al., 1994; Vail et al., 1996). A imunofenotipagem, utilizada para
determinar se os linfomas diagnosticados tém origem em ceélulas B ou células T, tornou-se,
portanto, uma componente central da classificacao deste grupo heterogéneo de neoplasias ap0s se
observar que células com morfologia semelhante podem ter imunofendtipos e comportamento
bioldgico distintos, influenciando as recomendacges de tratamento para cada grupo de animais
afetados (Regan et al., 2013; Valli et al., 2017). Por estas razdes aproximadamente 75% dos
oncologistas veterinarios integram a imunofenotipagem no seu trabalho diagndstico para orientar
decisfes clinicas (Regan et al., 2013). Aproximadamente 60-70% dos linfomas caninos séo de
células B, 30-40% sao de células T e menos de 1% sdo nulos (marcacdo negativa tanto para

marcadores de células B como para marcadores de células T), podendo representar células de
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origem NK, células indiferenciadas, ou erros de processamento (Comazzi et al., 2018; Ponce et al.,
2010; Valli et al., 2013).

2. Imunofenotipagem

2.1. Técnicas de Imunocoloracédo: Generalidades

Em medicina veterinaria a IHC e a ICC sdo utilizadas com varios propdsitos, mais
frequentemente com objetivo diagndstico, para caraterizar neoplasias pouco diferenciadas,
diferenciar lesbes priméarias de metastaticas, determinar local de origem de lesdes metastaticas,
providenciar informacg6es progndsticas avaliando proliferacdo celular e para identificar agentes
infecciosos (Camus et al., 2020; Ramos-Vara & Gelain, 2023).

A [HC é tipicamente aplicada em amostras de tecidos congelados ou tecidos fixados em
formol e embebidos em parafina, ao passo que a ICC é aplicadaem amostras citoldgicas, podendo-
se realizar em preparacdes de esfregacos, amostras de fluidos em monocamada, cytospins,
citoblocos, aposic@es de biopsias, culturas celularese 1daminas previamente coradas com corantes
de Romanowsky (Bratthauer, 2010; Dupré & Courtade-Saidi, 2012; Fetsch & Abati, 2010; Fowler
& Lachar, 2008; Gong et al., 2003; Kirbis et al., 2011; Pinto da Cunha et al., 2021; Raskin et al.,
2019; Skoog & Tani, 2011; Taylor et al., 2013; Zhang et al., 2012).

Estas técnicas utilizam anticorpos que sdo incubados com as células de formaa identificar
péptidos, glicoproteinas ou lipoproteinas localizadas nas membranas celulares, citoplasma ou
nucleo, reconhecidos pelo anticorpo como antigénios célula-especificos (Barger et al., 2017;
Montero, 2003).

2.1.1. Anticorpos

Um anticorpo ou imunoglobulina (Ig) é composto por quatro polipéptidos que
coletivamente conferem ao anticorpo a forma de “Y”: duas cadeias leves e duas cadeias pesadas,
que enroladas (folding), se organizam em regides constantes e regifes variaveis (Camus et al.,
2020). Os prolongamentos ou bragos do anticorpo sdo conhecidos como segmento F(ab) e
constituem o local de ligacdo ao antigénio de interesse; ja 0 segmento Fc, contém sequéncias
particulares da espécie animal em que o anticorpo é produzido, e constitui o local de ligagéo (1)
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para um segundo anticorpo gerado numa outra espécie (anticorpo secundario) ou (2) para
conjugacdo dos sistemas de detecdo. O segmento F(ab) contém as regides variaveis das cadeias
leves e das cadeias pesadas determinando especificidade da ligacdo anticorpo-antigénio, e 0
segmento Fc contém as regides constantes das cadeias pesadas (Figura 5)(Burry, 2010; Ramos-
Vara, 2005).

Os anticorpos podem ser classificados de acordo com a habilidade em reconhecer
diferentes epitopes do mesmo antigénio. Os anticorpos policlonais detetam varios epitopes do
mesmo antigenio, enquanto os anticorpos monoclonais reconhecem apenas um epitope. Do ponto
de vista pratico, o uso de anticorpos policlonais resultaem maior sensibilidade embora com maior
frequéncia de ligagcbes inespecificas; o uso de anticorpos monoclonais resulta em maior

especificidade das ligaces e menor coloracdo de fundo (Burry, 2010).

Local de Ligagéo do
Anticorpo Secundério

Fragmento F(ab)

Figura 5. Estrutura do anticorpo/imunoglobulina (adaptado de Ramos-Vara & Miller, 2014)

2.1.2. Natureza da Ligacdo Anticorpo - Antigénio

A habilidade do anticorpo se anexar ao antigénio € determinada por quatro tipos de
ligacbes ndo covalentes: ligacGes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio, ligacdes
idnicas/eletrostaticas e forcas de van der Waals. Ainda assim, para a maioria dos antigénios
polipeptidicos, glicoproteicos ou polissacéaridos, a ligagdo anticorpo-antigénio resulta duma
combinacdo de forcas de van der Waals e interacGes eletrostaticas (Absolom & van Oss, 1986). A
afinidade anticorpo-antigénio é uma expressdo termodinamica da energia de ligacéo entre o local

de ligacdo do anticorpo (paratope) e o local de ligacdo do antigénio (epitope)(Ramos-Vara, 2005).
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Por estarazao, os reagentes e configuragdes utilizados na IHC e ICC séo escolhidos com o objetivo

de otimizar a forca de ligacdo total (Burry, 2011; Ramos-Vara, 2005).
2.1.3. Método Direto vs Método Indireto

As técnicas IHC e ICC podem ser empregues utilizando um método direto, em que a
reacdo visualizada corresponde a ligacdo entre um Unico anticorpo (anticorpo primario) e o
antigénio de interesse, ou um método indireto, que requer a adi¢do de um segundo anticorpo
(anticorpo secundario), sendo a reacdo visualizada correspondente a sua ligacdo com a regido
constante (Fc) do anticorpo primério (Figura 6). Os anticorpos primarios detetam os antigénios
celulares de interesse, e 0s anticorpos secundarios detetam a regido constante (Fc) do anticorpo
primario (Camus et al., 2020). Uma vez que a regido constante (Fc) dos anticorpos é espécie-
especifica, 0 mesmo anticorpo secundario, gerado por exemplo em coelhos, contra anticorpos de
rato, podera simultaneamente detetar anticorpos distintos deste ultimo, produzidos para diferentes

antigénios (Camus et al., 2020).

A escolha do método utilizado implica as suas vantagens e desvantagens. Por um lado,
varios anticorpos secundarios podem ligar-se a um Unico anticorpo primério aumentando a
intensidade da reacdo. Por outro, a probabilidade de ocorréncia de ligacdes inespecificas &€ maior

utilizando um método indireto, 0 que aumenta também a coloragdo de fundo (Burry, 2010).

<3
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Figura 6. Detecdo da ligacdo anticorpo - antigénio. A — Método direto. O mecanismo de
marcacgdo (vermelho) é conjugado com o anticorpo primario (azul-claro), que reconhece o
antigénio celular (verde). B — Método indireto. O mecanismo de marcagdo é conjugado com o0
anticorpo secundario (azul-escuro), que reconhece a regido constante espécie-especifica do
anticorpo primario (azul-claro). Adaptado de Camus et al., (2020).
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2.1.4. Método Manual VS Método Automatico

As técnicas de imunocoloracdo podem ser realizadas de forma manual ou em plataformas
automaticas, estando a escolha entre uma opc¢éo e outra geralmente dependente da casuistica do

laboratorio.

As principais vantagens em utilizar uma plataforma automatica estdo associadas a
consisténciados processos de recuperacdo antigénica e coloracdo e resultados obtidos, bem como
ao tempo disponivel dos funcionarios e técnicos (Prichard, 2014; Ramos-Vara & Miller, 2014).
Por outro lado, a automacao afasta os técnicos do processo de imunocolora¢do aumentando o risco
de estes perderem capacidade de solucionar problemas quando a coloragdo obtida esta abaixo do

ideal por falta de conhecimento (Prichard, 2014).

A coloragdo manual permanece com a grande vantagem da flexibilidade de escolha dos
reagentes, métodos de recuperacdo antigénica e habilidade em experimentar variagdes subtis da
técnica para otimizar os protocolos de coloracdo (Prichard, 2014). Adicionalmente, a coloragédo
manual permite um uso mais conservador dos reagentes e a divisdo de uma Gnica laminaem varias
areas com uma caneta de barreira hidrofébica, o que pode ser Gtil para aplicar um maior nimero
de marcadores quando o nimero de amostras é reduzido/insuficiente (Koss and Melamed, 2006,

conforme mencionado por Santangelo et al., 2021; Stone & Gan, 2014).
2.2. Descricdo da Técnica ICC

Os componentes duma reacdo IHC ou ICC incluem (1) as células com o antigénio de
interesse, (2) um anticorpo primario, (3) um anticorpo secundario (métodos indiretos), (4) um
mecanismo de marcacdo e (5) solucGes tampéo (Barger et al., 2017). Apesar de ndo ser necessario,
usar contracoloracgdo nuclear melhora a visualizacdo da reacdo oferecendo melhor perspetiva da
conformacéo celular (Barger et al., 2017). Os procedimentos imunocitoquimicos sdo semelhantes
aos imunohistoquimicos (Ramos-Vara & Gelain, 2023), no entanto, as duas técnicas apresentam
diferencas importantes a considerar como o tipo de amostra utilizado, armazenamento das laminas
ndo coradas, tipo de fixacdo e controlos utilizados e padronizacdo dos testes (Dupré & Courtade-
Saidi, 2012). De seguida apresenta-se uma breve descricdo da técnica ICC, com referéncia a
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aspetos relevantes da IHC quando aplicavel. Quando se mencionam aspetos comuns a IHC e a ICC,

o termo “imunoquimica” ¢ usado.

A técnica imunoquimica pode, de forma geral, ser dividida em trés fases: fase pre-
analitica, fase analiticae fase pos-analitica. A fase pré-analiticadiz respeito a colheitada amostra,
transporte, fixagdo e armazenamento da mesma; a fase analiticacompreende os métodos utilizados
para otimizar a localizagdo visual dos antigénios de interesse; a fase pos-analitica é constituida por
interpretacdo dos resultados e elaboracédo do relatorio (Barger et al., 2017; Ramos-Vara & Gelain,
2023; Santangelo et al., 2021).

2.2.1. Fase Pré-Analitica: Tipo de Amostra, Fixacdo e Armazenamento
2.2.1.1. Tipo de Amostra

O tipo de amostras citolégicas submetidas mais comumente para analise ICC séo
esfregacos de PAAFs e amostras de fluidos cavitarios, quisticos ou articulares (Priestet al., 2017).
Cada tipo de amostra apresenta as suas vantagens e desvantagens no que diz respeitoa realizacdo
da ICC. De modo geral, os esfregacos sao a op¢ao mais econémica e permitem uso das laminas
obtidas inicialmente sem necessidade de processamento adicional mas tém as desvantagens do
potencial diagndstico estar dependente da qualidade das preparacdes, podendo lidar com problemas
como: elevada reatividade de fundo em amostras necroticas e mal preservadas, resultados falso-
positivos e falso-negativos em amostras de celularidade excessivamente densa, € do nimero de
testes imunocitoquimicos ser limitado pelo nimero de 1aminas submetidas (Fowler & Lachar,
2008; Santangelo et al., 2021; Skoog & Tani, 2011).

2.2.1.2.Fixacao das Amostras

A fixacdo é um processo requerido para prevenir autolise e estabilizar os constituintes
celulares (Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara & Miller, 2014). Ao contréarioda IHC em que o formol
a 10% ¢ o fixador de eleicdo universal, ndo ha nenhum fixador de uso padronizado para amostras
citologicas (Ramos-Vara & Gelain, 2023). Exemplos de fixadores comuns incluem acetona 100%,
pre-arrefecidaa4 °C, formol 4 — 10%, fixadores de base alcodlica, entre outros, e a escolha do tipo
de fixacdo depende de forma geral do antigénio de interesse (Santangelo et al., 2021; Skoog &
Tani, 2011).
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Raskin et al., (2019) propbem que as amostras sejam fixadas imediatamente antes do
procedimento de ICC, e que para marcadores nucleares e marcadores de leucdcitos se utilize etanol
95% durante 10 minutos, seguido de acetona arrefecida por 15 minutos e secagem ao ar

previamente a realizagdo de recuperagéo antigénica.

Para todos os efeitos as recomendac¢des da Sociedade Americana de Patologia Clinica
Veterinaria sdo que se utilize o fixador mais adequado para o antigénio de interesse, tendo em conta
gue amostras fixadas em formol ou coradas com corantes de Romanowsky devem ser submetidas
a processos de recuperacao antigénica (Barger et al., 2017). Se objetivo final for a realizacdo de
ICC multiplex (abaixo descrita), deve-se considerar qual o fixador mais adequado para preservar

todos os epitopes alvo (Santangelo et al., 2021).
2.2.1.3.Armazenamento das Amostras

Outro fator pré-analitico a ter em conta para melhor retencdo de antigenicidade das
amostras € o tipo de armazenamento das laminas em estudo. Laminas ndo fixadas, secas ao ar,
retém antigenicidade entre 1 a 4 semanas a temperatura ambiente, dependendo do antigénio de
interesse e dos autores (Aoki et al., 1991; Skoog & Tani, 2011), e ld&minas previamente coradas
durante 5 meses apds coloracdo (Raskin et al., 2019), periodo ap6s o qual a antigenicidade diminui.
Quando se esperam periodos superiores até realizacdo de ICC, é aconselhado que as laminas sejam
armazenadas a-70°C retendo assim antigenicidade por periodos de um ano ou mais (Skoog & Tani,
2011).

2.2.2. Fase Analitica: Recuperacdo Antigénica, Mecanismos de Marcacao
2.2.2.1.Recuperacdo Antigénica

A desvantagem da utilizacdo de formol como agente fixador esta relacionada com o facto
deste composto formar ligagbes cruzadas entre constituintes celulares, alterando a estrutura
tridimensional dos antigénios de interesse e consequentemente, a imunoreatividade observada
(Ramos-Vara & Miller, 2014; Santangelo et al., 2021). Em adicéo, a fixacdo aparenta induzir
mudancas na carga electroestatica dos antigénios, que é essencial para a atragdo inicial entre o
antigénio e o anticorpo (Ramos-Vara & Gelain, 2023). Para contornar os efeitos destas alteragdes,
é necessario adicionar um passo de recuperagdo antigéenica ao processamento das amostras. Embora

os procedimentos de recuperacao antigénica sejam utilizados para corrigir as alteracfes provocadas
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pela fixacdo (Ramos-Vara & Miller,2014; Valli et al., 2009), é importante ter em conta que podem
aumentar a reatividade de fundo (Ramos-Vara & Miller,2014). Os procedimentos de recuperagédo
antigénica podem ser necessarios mesmo quando as amostras nao sdo fixadas em formol,
especialmente quando se trata de laminas previamente coradas com corantes Romanowsky (Dorfelt
et al., 2019; Raskin et al., 2019). Os dois tipos de recuperacdo antigénica mais comuns sdo a
recuperacao antigénica enzimaticae a recuperacgdo antigénica induzida pelo calor (HIER, do inglés
Heat-induced Epitope Retrieval), sendo a Ultima a mais usada pois aparenta produzir bons
resultados numa grande variedade de anticorpos (Denda et al., 2012; Ramos-Vara & Miller, 2014;
Raskin et al., 2019; Zhang et al., 2012). Neste procedimento, as laminas sdo imersas em solucdes
tampdo a elevadas temperaturas, com recurso a um microondas ou a camaras especializadas
(Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara & Miller, 2014; Skoog & Tani, 2011; Valli et al.,
2009).

Segundo Raskin et al., (2019), uma solucédo tampédo Tris (pH, 9.0) € adequada para 0s
marcadores tissulares de rotina e uma solucao tampao citrato (pH, 6.0) é mais adequada para a
maioriados marcadores de leucécitos. Os antigénios de localizacdo citoplasmatica ou membranar
nem sempre requerem recuperacgao antigénica, mas estéa reportado que real¢aa imunopositividade
(Denda et al., 2012).

Devido a vastidao de técnicas de fixagdo disponiveis e particularidades de cada interacdo
antigénio-anticorpo, é dificil padronizar os procedimentos de recuperacdo antigénica e estes devem
ser otimizados para cada protocolo de ICC (Ramos-Vara & Gelain, 2023; Santangeloet al., 2021).

2.2.2.2.Mecanismos de Marcacao

A visualizacao da reagdo requer que os anticorpos sejam acoplados com uma “molécula
reporter”, que se pode tratar dum composto fluorescente, duma enzima ou dum metal (Burry, 2010;
Camus et al., 2020; Cartun et al., 2019; Santangelo et al., 2021). As rea¢des com compostos
fluorescentes ou metais requerem visualizacdo com microscépios especializados, ao passo que 0s
mecanismos enzimaticos produzem reacfes permanentes, visiveis ao microscépio de luz (Camus
et al., 2020; Santangelo et al., 2021), e representam por isso a técnica de interesse para efeitos de
interpretacdo do presente estudo.
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As enzimas na presenca de um substrato ou cromogéneo especificos produzem um
precipitado colorido no local da reacdo anticorpo-antigénio (Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara &
Miller, 2014; Santangelo et al., 2021). Exemplos de enzimas incluem glucose peroxidase,
peroxidase de rabano (HRP, do inglés Horseradish Peroxidase) e fosfatase alcalina (AP, do inglés
Alkaline Phospatase)(Ramos-Vara, 2013; Ramos-Vara & Miller, 2014), sendo as duas ultimas as
mais usadas em IHC (Ramos-Vara & Gelain, 2023). Alguns casos, como em amostras com elevada
quantidade de pigmento ou ricas em peroxidase enddgena (p.e. amostras com elevada
hemodiluicdo, esfregacos sanguineos ou esfregagos de aspirados de medula éssea), beneficiam do
uso de AP em alternativaa HRP, reduzindo a reatividade de fundo (Dupré & Courtade-Saidi, 2012;
Happerfield et al., 2008; Ramos-Vara & Gelain, 2023).

Exemplos de substratos aplicaveis a HRP incluem a 3,3-diaminobenzidina (DAB,
precipitado de cor castanha), a 3-amino-9-etilcarbazole (AEC, precipitado de cor vermelha) e 4-
cloro-1-naftol (precipitado de cor azul). Para a AP é comum usar Vulcano Fast Red, Fast Blue ou
uma combinacao de cloreto de nitrotetrazdlio azul com 5-bromo-4-cloro-3-indolil (precipitado de
cor preta a roxa a azul-escura)(Ramos-Vara & Gelain, 2023; Santangelo et al., 2021). Nos casos
em que se pretende efetuar analises multiplex, a escolha dos cromogéneos deve ser particularmente

cuidadosa para facilitar interpretacdo dos resultados (Santangeloet al., 2021; van der Loos, 2010).

Conforme previamente mencionado, as técnicas imunoguimicas podem ser classificadas
em direta ou indireta (Cartun et al., 2019; Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Miller, 2014;
Santangelo et al., 2021). H& numerosas variantes dos metodos indiretos relativamente ao sistema
de detecdo usado (Cartun et al., 2019; Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Borst, 2017; Ramos-
Vara & Miller,2014), que podem ser classificados em métodos de avidina-biotinae métodos néo-
avidina-biotina (Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara & Miller, 2014). Alguns destes
procedimentos envolvem apenas dois passos, como é o caso da marcacao polimérica (um tipo de
método ndo-avidina-biotina), enquanto outros envolvem maltiplos passos e reagentes adicionais,
como € o caso dos metodos avidina-biotina e os métodos de amplificacdo de sinal a base de tiramida
(Cartun et al., 2019; Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Miller, 2014).

O importante a considerar é que de um ponto de vista pratico, a sensibilidade da reacéo
imunoquimica é maioritariamente determinada pelo método de detecdo utilizado, sendo de forma

geral tanto mais sensivel quanto maior a complexidade da técnica utilizada (Ramos-Vara, 2013;
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Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Miller, 2014). Os métodos de base polimérica oferecem
numerosas vantagens comparativamente aos métodos avidina-biotina e outros métodos complexos,
pela capacidade de gerar resultados com elevada sensibilidade, poucos falsos-positivos e
protocolos de facil reprodutibilidade, especialmente em plataformas automaticas. Em adi¢éo, estes
métodos também sdo aplicéveis a testes de dupla marcacdo e marcacdo multiplex (Cartun et al.,

2019), discutidos em maior detalhe mais a frente.
2.2.3. Fase Pos-Analitica: Interpretacdo e Relato dos Resultados Observados

A interpretacdo dos testes imunocitoquimicos deve ser feita & luz dos resultados
citologicos de rotina e em conjunto com outros dados clinicopatoldgicos (Priest et al., 2017;
Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara & Miller, 2014). Para poder interpretar um teste
imunocitoquimico o uso de controlos positivo e negativo € um pré-requisito, e ndo havendo
limiares que definam um resultado positivo ou negativo, cada laboratorio deve documentar nos
relatorios o que foi interpretado como sendo resultado positivo, quantificando o nimero de células
positivas, intensidade e localizagdo da coloracdo observadas (Priest et al., 2017; Ramos-Vara &
Miller, 2014).

2.3. Controlos, Otimizacao/Padronizacdo e Validacdo dum teste

Imunocitoquimico

Para poder utilizar as técnicas de imunocoloracdo com o propoésito diagndstico, os testes
imunoquimicos devem passar primeiramente por um processo de otimizacdo do protocolo de
coloracdo até que as ldminas dos controlos corem consistentemente com minimo de reatividade de
fundo, e posteriormente por um processo de validagdo para confirmar a precisao do seu uso na
espécie de interesse (Barger et al., 2017; Priest et al., 2017; Ramos-Vara & Gelain, 2023;
Santangelo et al., 2021; Skoog & Tani, 2011).

2.3.1. Padronizacéo e Otimizacdo dum Teste Imunocitoquimico

A padronizacdo e otimizac¢do dum teste imunocitoquimico implicaa determinagédo 6tima
dos tempos de incubagdo dos reagentes, temperatura de incubacdo, diluicdes dos anticorpos,
abordagem a recuperacdo antigénica, solu¢des tampao utilizadas e mecanismos de marcacdo. O

principal objetivo da padronizacdo/otimizacao de um protocolo de coloracgdo é atingir a producao
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de resultados consistentes e reproduziveis (Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara & Miller,
2014; Skoog & Tani, 2011).

As laminas dos controlos utilizados devem ser do mesmao tipo que as amostras em estudo:
laminas de controlo para ICC devem ser laminas citologicas e ndo ldaminas de tecidos fixados em
formol e embebidos em parafina (FFPE, do inglés Formalin Fixed Paraffin Embeded), e se as
amostras forem fixadas e submetidas a processos de recuperacdo antigénica, 0 mesmo deve
acontecer com os controlos (Barger et al., 2017; Fowler & Lachar, 2008). Um controlo positivo
tem de ter origem em tecido da mesma espécie que o paciente, ter células que expressam o antigénio
relevante e possuir areas de imunoreatividade positivas e negativas (Barger et al., 2017; Camus et
al., 2020). Os controlos negativos devem ser realizados em paralelo com cada amostra: devem ser
provenientes do mesmo paciente, em que o anticorpo primario é retirado ou substituido pela mesma
quantidade de soro da mesmaespécie, e ndo se deve observar reagdes positivas, de formaa garantir
que a positividade nas laminas diagndsticas é atribuida a ligacdo do anticorpo secundario ao
anticorpo primario e ndo a presenca de ligacOes inespecificas (Barger et al., 2017; Burry, 2010,
2011; Camus et al., 2020; Priest et al., 2017).

2.3.2. Validacéo de um Teste Imunocitoquimico

Apobs otimizacdo do protocolo, segue-se a validagdo do teste imunocitoquimico. A
validacédo visa confirmar a aplicabilidade do teste para a espécie em questdo, avaliando o seu
desempenho analitico e diagnostico atraves da determinacdo da sensibilidade, especificidade,
repetibilidade, reprodutibilidade, entre outros (Ramos-Vara & Miller,2014; Skoog & Tani, 2011).
Um teste imunoquimico validado deve ser reproduzivel com elevada sensibilidade e especificidade
(Cummings et al., 2010). Idealmente, para fins de validacéo, os resultados sdo comparados entre
laboratdrios que usem técnicas semelhantes e com uma ferramenta diagnostica gold standard como
a IHC (Santangelo et al., 2021), no entanto, em medicina veterinaria é aceitavel o uso de
informacdo publicada na literatura pararealizara validacdo dum teste ICC, dado o reduzido nimero
de laboratorios que realizam ICC e a grande quantidade de recursos necessaria para realizar
validagéo in-house (Ramos-Vara & Gelain, 2023).

As guidelines para a garantia de qualidade dos testesde ICC da Sociedade Americana de
Patologia Clinica Veterinaria (ASVCP, do inglés American Society for Veterinary Clinical

31



Pathology) indicam que, quando possivel, os resultados devem ser comparados com resultados

obtidos utilizando outras formas de dete¢cdo do mesmo antigénio (Barger et al., 2017).
2.4. Resultados Incorretos e Solucéo de Problemas

Problemas nos resultados que se devem ter em conta para a interpretacéo incluem faltade
coloragdo generalizada, fraca intensidade na coloragao, excesso de coloragéo de fundo, resultados
falsos-positivos e resultados falsos-negativos (Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara & Miller,
2014; Santangelo et al., 2021).

2.4.1. Fraca Intensidade de coloragéo

Quando a coloragdo apresenta fraca intensidade apenas na lamina de teste, e coloracao
normal na lamina de controlo positivo, pode ser atribuida a perda de epitopes, subfixacao,
sobrefixacdo, ou presenca do antigénio na amostraem causa, mas em quantidade inferior ao limiar
de detecdo do método utilizado (Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Gelain, 2023). Nestes casos
deve-se considerar utilizar um sistema de detecdo de amplificacéo, ajustar os parametros do
procedimento para concentracGes maiores de anticorpo, tempo de incubacdo, temperatura de
incubacdo ou alterar o protocolo de recuperacdo antigénica (Ramos-Vara, 2017). Se tanto a lamina
de controlo como a lamina de teste apresentarem fraca intensidade de coloragdo, podera ser
resultado do uso excessivo de solugbes-tampao, diluicdo excessiva dos anticorpos, recuperacao
antigénica desadequada, tempo de incubacdo insuficiente ou armazenamento inapropriado dos

reagentes (Ramos-Vara & Gelain, 2023).
2.4.2. Excesso de Coloracéao de Fundo e Falsos-Positivos

A coloracdo de fundo excessiva e resultados falsos-positivos podem também ter
numerosas origens. Causas pré-analiticas incluem amostras com abundante fundo necrético,
células lisadas, e fixacao ineficaz; causas analiticas podem envolver procedimentos de bloqueio
das proteinas séricas desadequado (especialmente relevante quando se usam anticorpos
policlonais), bloqueio da peroxidase endégena ou biotina enddégena incompleto, coloragéo
equivoca de células que realizaram fagocitose das células que exibem o antigenio de interesse,
concentracdo excessiva de reagentes e aprisionamento dos reagentes em amostras de celularidade

demasiado densa (anticorpo primario, anticorpo secundario e cromogéneos)(Fowler & Lachar,
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2008; Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara & Miller, 2014; Skoog &
Tani, 2011). Pode ser particularmente dificil interpretar resultados dum teste imunocitoquimico em
amostras inflamadas ou necréticas e nestes casos 0s controlos negativos sdo particularmente
importantes (Santangeloetal., 2021). A reatividade cruzada entre anticorpos policlonais e epitopes
de células que ndo exibem o antigénio de interesse é também uma causa de falsos-positivos e
anticorpos especificos de determinados tipos celulares devem ser estudados para contornar esta
limitacdo (Ramos-Vara & Miller, 2007; Santangelo et al., 2021).

2.4.3. Falsos-Negativos

Resultados falsos-negativos podem ser associados com fixacdo desapropriada,
concentracgdo insuficiente dos anticorpos, recuperacao antigénica desadequada ou danos celulares
com origem na preparacdo da amostra (Fowler & Lachar, 2008; Monaco & Dabbs, 2014;
Santangelo et al., 2021; Skoog & Tani, 2011)

2.5. Vantagens, Limitacdes e Potenciais Solugbes dos Testes

Imunoquimicos

As técnicas imunoquimicas, comparativamente a outras técnicas de detecdo antigénica,
apresentam a vantagem Unica da habilidade de correlacionar a presenca do antigenio em estudo
com a sua localizagéo tissular (IHC) e celular (ICC)(Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Gelain,
2023). Os principais desafios que ambas as técnicas enfrentam sdo a falta de padronizacéao e
controlo de qualidade entre laboratorios, nomeadamente no que toca a recuperacao antigénica, a
subjetividade e controvérsia na interpretacdo de resultados (percentagem de células positivas e
intensidade da marcacdo, bem como limiares de detecdo de positividade) e o facto de serem
técnicas que ndo estdo refinadas como em medicina humana, problema exacerbado pelas diferencas

na expressdo antigénica entre espécies (Ramos-Vara & Gelain, 2023).

Por sua vez a ICC, comparativamente a IHC, apresenta tempo de resposta mais curto o
que pode facilitar a rotina clinica ao permitir realizar no mesmo dia da colheita da amostra
citologica o planeamento do tratamento e caso necessario, novas colheitas (Aulbach et al., 2010;
Caniatti et al., 1996; Fisher et al., 1995; Sapierzynski, 2010). Mais ainda, alguns anticorpos, como

alguns marcadores de células T e histidcitos, sdo ativos apenas em amostras citologicas e ndo em

33



tecidos fixados em formol, mesmo quando se realizam processos de recuperacdo antigénica
(Santangelo et al., 2021; Skoog & Tani, 2011; Valli et al., 2009). A ICC apresenta ainda as
vantagens inerentes a citologia por aspiracdo de agulha fina tradicional, incluindo amostragem
minimamente invasiva, baixo risco anestésico e reduzido desconforto dos pacientes (Santangelo et
al., 2021).

Adicionalmente, a mesma lamina pode ser corada sequencialmente com multiplos
anticorpos quando os testes prévios sdo negativos, no entanto é importante considerar que a
exposicao repetida a alcoois a diferentes concentracdes pode resultar em perdas celulares e

degradacdo antigénica afetando a imunoreatividade e os resultados (Ramos-Vara & Miller,2014).

Por outro lado a ICC enfrenta desafios maioritariamente associados a fase pré-analitica
que incluem variac6es na qualidade das amostras, dificuldade em obter um namero suficiente de
laminas com qualidade diagnostica para aplicar um painel de anticorpos completo, excesso de
imunoreatividade de fundo em amostras com fundo necrético e excesso de lise celular, falta de
protocolos publicados para laboratérios que queiram implementar a ICC, entre outros (Fowler &
Lachar, 2008; Priestet al., 2017; Ramos-Vara & Miller, 2014; Skoog & Tani, 2011). Nos casos em
gue o nimero de marcadores que se deseja aplicar € superior ao nimero de amostras disponiveis,
podem-se utilizar técnicas de aumento do rendimento de cada Id&mina como: divisdo da lamina por
zonas, sendo cada marcador aplicado numa zona diferente, técnicas de transferéncia de tecido, ou
recorrer a técnicas de ICC multiplex (descritas mais a frente) de forma a tirar maximo partido do
material citoldgico disponivel (Dupré & Courtade-Saidi, 2012; Marrinhas et al., 2022; Sherman et
al., 1994).

2.6. ICC em laminas previamente coradas

A ICC tem aindaa vantagem de poder ser realizada em laminas previamente coradas com
corantes tipo-Romanowsky ou Papanicolaou (Abendroth & Dabbs, 1995; Dorfelt et al., 2019;
Miller & Kubier, 2002; Pinto da Cunha et al., 2021; Raskin et al., 2019; Shtilbans et al., 2005).

Utilizar 1daminas previamente coradas permite selecionar as laminas mais representativas e com
melhor qualidade para a realizacdo da ICC, ajudando a atenuar algumas das dificuldades pre-
analiticas associadas aestatécnica (Marrinhas et al., 2022; Pinto da Cunhaet al., 2021). Mais ainda,

a utilizacdo da ICC nédo requer nenhum passo adicional de descolora¢do uma vez que 0s corantes

34



de Romanowsky desaparecem durante a HIER (Raskin et al., 2019).Por outro lado, é importante
ter em conta que usar laminas previamente coradas para ICC inclui a possibilidade de haver perdas
celulares, rutura de células, afetando essencialmente ICC de marcadores citoplasmaticos e de

membrana, e ainda a reducéo de sinal para alguns marcadores (Raskin et al., 2019).

Deve-se ainda realcar que as laminas previamente coradas estdo sujeitas a
autofluorescéncia tornando-as desadequadas para a ICC de fluorescéncia (Raskin et al., 2022;
Santangelo et al., 2021).

2.7. Uso da ICC para Imunofenotipagem de Linfoma Canino

Segundo Priest et al., (2017), a imunofenotipagem de linfoma representa a mais comum
aplicacdo da ICC em medicina veterinaria. Conforme supramencionado, a diferenciacao de linfoma
de células T e linfoma de células B tem importancia prognostica e pode ainda ter implicacdo na
modalidade de tratamento dos pacientes acometidos, 8 medida que terapias subtipo-especificas sdo
desenvolvidas (Jain et al., 2016; Rue et al., 2015).

A concordanciaentrea lHC e aICC é excelente, conforme demonstrado em varios estudos
(Fisher et al., 1995; Sapierzynski, 2010; Vail et al., 1997). Os marcadores CD20, CD21, CD79a,
Pax5 ou BLA.36 podem ser utilizados para determinar origem neoplasica em células B e o CD3,
CD5 e no caso da ICC também o CD4 e o CD8 podem ser utilizados para determinar origem
neoplasica em células T (Caniatti et al., 1996; Jubala et al., 2005; Ohno et al., 2020; Pazdzior-
Czapulaet al., 2015; Priestet al., 2017; Raskin, 2023; Sapierzynski, 2010; Turinelli et al., 2005).

O antigénio CD3 consiste em quatro glicoproteinas estruturalmente diferentes, com
dominios extracelulares, transmembranarese intracelulares, que estdo associadas com o complexo
de recetoresde células T (Dabbs, 2019; Hawse et al., 2012; Leong et al., 2003; Proust et al., 2012;
Ramos-Vara & Borst, 2017). E expresso desde o estadio de pro-timacito até ao estadiode célula T
matura (Leong et al., 2003), sendo utilizado em medicina veterinariae humana para confirmar
origem de linfomas em células T (Dabbs, 2019; Ramos-Vara & Borst, 2017). O seu padrdo de
reatividade é membranoso ou citoplasmaético e também pode ser expresso em células Natural Killer
e células de Purkinje (Dabbs, 2019; Leong et al., 2003; Ramos-Vara & Borst, 2017).
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O antigénio Pax5, também chamado proteina ativadora células-B-especifica, € uma
proteina nuclear com papel central no desenvolvimento de células B, ativando genes especificos
de células B e suprimindo genes ndo associados a linhagem de células B (Cobaleda et al., 2007;
Medvedovic et al., 2011; O’Brien et al., 2011). Em células B é detetavel desde estadio de células
pre-pro-B até estadio de célula B matura, com diminuicdo forte a repressdo completa da sua
expressdo no estadio de plasmacito (Hagiwara et al., 2012; Holmes et al., 2008). O seu padréo de
coloracdo é nuclear (Dabbs, 2019; Ramos-Vara & Borst, 2017) e é considerado um excelente
marcador de células pan pre-B e B, com correlacdo forte com a reatividade a CD79a em linfomas
(Dong et al., 2008). Também ja foi usado inclusive em linfomas caninos que apresentam co-
expressdo de CD3 e CD79a, nos quais a auséncia de reatividade ao Pax5 foi determinante para 0s
considerar linfomas de células T (Dong et al., 2008). Para todos os efeitos, ha também linfomas de

células T que demonstram expressao do antigenio Pax5 (Nazaré Cunha, comunicacao pessoal).

3. Analise Multiplex: Aplicacdes e Utilidades

3.1. Generalidades

A marcacdo multipla (multiplex) é uma técnica utilizada para localizar simultaneamente
diferentes antigénios na mesma amostra, possibilitada pela disponibilidade de diferentes enzimas,
cromogéneos e moléculas fluorescentes, podendo ser usada em microscopia de luz e em
microscopia de fluorescéncia (Parra et al., 2017; Ramos-Vara & Miller, 2014; Santangelo et al.,
2021; Sheng et al., 2023; van der Loos, 2010). A dupla marcagdo (marcagdo multiplex para dois
antigénios de interesse) pode ser feita utilizando um método direto ou indireto (Santangelo et al.,
2021), e de forma simultanea (em paralelo) ou sequencial (Cartun et al., 2019; Ramos-Vara &
Miller, 2014; van der Loos, 1999, 2008).

3.2. Aplicacodes

A possibilidade de avaliar a expressdo simultanea de diferentes antigénios torna esta
técnica de especial interesse em situagdes em que se pretende avaliar e quantificar carateristicas
espaciais da populacdo celular e perfis de co-expressao, paraas quais a analise com um sé marcador

(singleplex) é mais dificil e/ou menos informativa (Harms et al., 2023).
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O seu uso esta especialmente difundido para aplicacdo em estudos do microambiente
tumoral, destacando-se o interesse em medicina humana e mais recentemente em medicina
veterindria na expressdao do Ligando da Morte Celular Programada 1 (PD-L1, do inglés
Programmed Cell Death Ligand 1), nomeadamente para previsdo da resposta tumoral a
imunoterapia.Em medicina humana, trata-se de um teste aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) como diagnostico complementar em pacientes acometidos por cancro de
pulmao de células ndo-pequenas, melanoma, cancro da bexiga urinaria, gastrico e em carcinomas
cervicais (Doroshow et al., 2021; Lu et al., 2019). Esta também provada a utilidade da avaliacéo
da expressdo de PDL1 em amostras citoldgicas, sendo considerada uma técnica Util, eficiente,
segurae fiavel (Tejerinaetal., 2021). Em medicina veterinaria, estudos da expressdo de marcadores
relevantes em pacientes oncoldgicos candidatos a realizar imunoterapia ja foram realizados em
melanomas caninos (Stevenson et al., 2021), e mais recentemente, um estudo conduzido por
Muscatello et al., (2023) validou o uso de anticorpos PDL1 disponiveis comercialmente e
padronizou a sua avaliagdo em varias neoplasias caninas (melanomas, carcinomas de células renais,
carcinomas de células escamosas, linfomas, carcinomas uroteliais, carcinomas pulmonares e

carcinomas mamarios).

Outros exemplos de aplicagdo da marcacdo multiplex incluem (1) identificacdo de células
nos casos em que ndo é possivel com apenas um marcador (p.e. ao observar células marcadas
positivamente para Ki-67 pode ser dificil compreender qual o tipo celular que se encontra em
proliferacéo, e a adi¢do de um segundo marcador para identificar o tipo celular pode tornar esta
tarefa mais clara) (Meijer-Jornaet al., 2007; van der Loos, 2010); e (2) avaliar co-expressao de
marcadores celulares e marcadores de ativacdo (de Boer et al., 1997; Hosono et al., 2003).

A marcacdo multiplex pode ainda ajudar a ultrapassar desafios de rotina do patologista
(Harms et al., 2023). Casos de tumores que requerem painel extenso de anticorpos para se atingir
diagndstico (tumores indiferenciados, sarcomas, neoplasias de origem hematopoiética) podem
representar um desafio pratico quando o nimero de amostras é reduzido ou as amostras sdo de
reduzida celularidade, tornando o fluxo de trabalho diagnostico obsoleto (Harms et al., 2023;
Wharton et al., 2021). Utilizando mais marcadores por lamina, aumenta-se por sua vez 0

rendimento das amostras disponiveis nestes casos (Harms et al., 2023; van der Loos, 2010).
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3.3. Técnicas Disponiveis

Uma vez que os estudos de imunofenotipagem geralmente tém inicio com a sele¢do dos
anticorpos marcadores relevantes para a questao cientifica, o delineamento dos protocolos de dupla
marcacdo imunoquimica € frequentemente baseado nas carateristicas dos anticorpos primarios
comercialmente disponiveis para a questdo de interesse, nomeadamente a espécie em que foram
produzidos, isotipo de imunoglobulina, subclasse de 1gG, entre outros (van der Loos, 1999, 2008).
Na marcacdo simultanea, os anticorpos primarios utilizados sdo produzidos em espécies diferentes,
possibilitando a sua adi¢ao “em cocktail” com reduzido risco de ocorréncia de reagdes cruzadas
com 0s reagentes secundarios. Se os anticorpos primarios forem da mesma espécie, entdo é
necessario recorrer a marcacgdo sequencial de formaa evitar reagcdes cruzadas (Cartun et al., 2019;
Ramos-Vara & Miller, 2014; van der Loos, 2008; van der Loos & Teeling, 2008).

Historicamente, considerou-se que o desempenho adequado da dupla marcacéo
imunoquimicaexige (1) uso de dois sistemas de detecdo que ndo demonstrem reatividade cruzada,
preferencialmente comercializados; (2) uso de dois métodos de visualizagdo da reacdo diferentes
(cromogéneos), que demonstrem adequado contraste de cores entre si e com a cor observada nos
casos de co-localizacdo (van der Loos, 1999). Contudo, o aparecimento das laminas digitalizadas
e de ferramentas de analise de imagem que permitem a separagéo de cores tem vindo a minimizar
as exigéncias da escolha dos cromogeneos (Cartun et al., 2019; van der Loos, 2008, 2010).
Conforme mencionado, os protocolos de dupla marcacéo frequentemente tém de ser delineados
consoante 0s anticorpos primarios de interesse disponiveis comercialmente, de forma a garantiro
requisito (1) e evitar falsas marcacgdes. Por essa razdo, as técnicas de dupla marcagdo abaixo

descritas sdo expostas segundo os anticorpos primarios utilizados.
3.3.1. Anticorpos Primarios Produzidos em Diferentes Espécies

Quando os anticorpos primarios sdo produzidos em espécies diferentes, duas combinagoes
de anticorpos primarios sdo mencionadas na literatura: rato-coelho e rato-cabra (van der Loos,
2008). Tecnicamente, a combinacdo dos anticorpos priméarios rato-coelho representa o
procedimento de dupla marcacdo de mais facil desempenho: a possibilidade de adicionar os
anticorpos primarios em cocktail, seguida da adi¢do dos anticorpos secundarios em cocktail e

desenvolvimento das reacdes enzimaticas, torna este procedimento rapido e facil de usar (van der
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Loos, 1999, 2008). Van der Loos, (1999) refere-se a este procedimento como “técnica simultanea
indireta/indireta” (Figura 7). O uso de polimeros conjugados com anticorpos secundarios e com as
enzimas de marcagdo elimina o problema de reatividade de fundo associado aos sistemas de
avidina-biotina, e como a maioria dos polimeros anti-rato e anti-coelho comercializados sdo
conjugados com anticorpos secundarios de cabra, a probabilidade de ocorréncia de reagdes
cruzadas é reduzida (van der Loos, 1999, 2008). Como regra geral, 0 uso de reagentes secundarios
com anticorpos produzidos na mesma espécie é recomendado para a técnica simultanea

indireta/indireta (van der Loos, 1999).

] )
(=) (=)
Complexo anti-rato Ig-Polimero-HRP Complexo anti-coelho Ig-Polimero-AP
(cabra) (cabra)

(1) (1)
Anticorpo prinmrio Anticorpo primario

de rato , de coelho

Figura 7: Técnica de dupla marcacao simultanea indireta/indireta. (1) — os anticorpos primarios
sdo adicionados em cocktail; (2) — os reagentes de detecdo secundarios sdo adicionados em
cocktail. Esta técnica é rapida e simples de usar. Reacdes enzimaticas ndo ilustradas. HRP —

peroxidase de rabano; AP — fosfatase alcalina. Adaptado de van der Loos, (2008).
3.3.2. Anticorpos Primarios Produzidos na Mesma Espécie

Vérios anticorpos primarios disponiveis comercialmente tém origem monoclonal de
roedor, tornando a combinacdo de anticorpos primarios rato-rato frequentemente necesséria (van
der Loos, 2008). Conforme mencionado, a combinagdo de anticorpos primarios produzidos na
mesma espécie frequentemente obriga a recorrer a uma técnica de marcacédo sequencial (Figura
8)(Cartun et al., 2019; Ramos-Vara & Miller, 2014; van der Loos, 1999, 2008).
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(3) Reagao HRP com
cromogéneo DAB

(6) Reagdo AP com
cromogéneo Fast Red

(2) Complexo anti-rato Ig-
Polimero-HRP (cabra)

(3) Complexo anti-rato
Ig-Polimero-AP (cabra)

(1) Anticorpo primario de rato : = (4) Anticorpo primério

y: k # .\}derato

Figura 8: Tecnica de dupla marcacéo sequencial. Nesta técnica, dois procedimentos completos de
coloracdo imunoenzimatica sdo realizados, um de cada vez. HRP — peroxidase de rabano; AP —

fosfatase alcalina. Adaptado de van der Loos, (2008).

O principal problema associado a esta técnica de dupla marcacdo € a forte possibilidade
de ocorréncia de reacdes cruzadas dos reagentes de detecdo secundarios da segunda reacdo
(projetados para detetar o segundo antigénio) com os anticorpos primarios da primeira reacao
(Ramos-Vara & Miller, 2014; van der Loos, 1999, 2008). A necessidade de um passo intermediario
de eluicdo dos anticorpos primarios da primeirareacao € debativel (Cartunetal., 2019), no entanto,
aconselhada na maioria dos trabalhos publicados (Lan et al., 1995; Ramos-Vara & Miller, 2014;
van der Loos, 1999, 2008; van der Loos & Teeling, 2008). Uma forma de prevenir a reacdo cruzada
é usando o cromogéneo DAB na primeirareacdo (Cartun et al., 2019; Lan et al., 1995; Ramos-
Vara & Miller,2014; van der Loos, 1999, 2008), pois o produto da reagdo com HRP exerce efeito
protetor sobre os reagentes da primeira sequéncia da coloragdo, prevenindo reacdes cruzadas
(Sternberger & Joseph, 1979). Ainda assim, deve ser tomado em conta que o efeito protetor do
produto da reacdo gerado pode bloguear também o acesso ao segundo antigénio, especialmente se
0 primeiro e 0 segundo antigénios estiverem na proximidade um do outro (Valnes & Brandtzaeg,
1984). O DAB é o unico cromogeéneo que se sabe ter este efeito protetor, sendo por isso o Unico

eficaz na prevencdo da ocorréncia de reacbes cruzadas (Sternberger & Joseph, 1979). Em
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alternativa, a adicdo de um passo intermédio de recuperacao antigénica HIER (10 minutos; 98 °C),
descrita por Lan e colaboradores (1995), representa um método simples e eficaz no bloqueio de
reacdes cruzadas (Cartun et al., 2019; Lan et al., 1995; Ramos-Vara & Miller, 2014; van der Loos,
1999, 2008; van der Loos & Teeling, 2008). Outros métodos foram sugeridos com o propdsito de
remover reagentes da primeira imunocoloracdo, mas nenhum € eficaz na remog&o de anticorpos

primarios de elevada afinidade (Tramu et al., 1978; van der Loos, 1999, 2008).

A dupla marcacdo sequencial tem sempre inerente o risco de reacdo cruzada e falsa
positividade e de forma geral, ndo é aconselhada nos casos em que se espera co-localizacao dos

antigénios de interesse. (Ramos-Vara & Miller, 2014; Santangelo et al., 2021; van der Loos, 1999).

3.4. Aspetos Relevantes Para o Uso Eficaz da Técnica de Dupla

Marcacdo Imunoenzimatica

3.4.1. Escolha dos Cromogéneos

Para a observacgdo a olho nu, a escolha dos cromogéneos é um passo critico para obter
contraste visual adequado entre as duas cores usadas e a cor resultante da sobreposicéo das duas
em locais de colocalizacdo antigénica (van der Loos, 1999, 2008, 2010). Em adicao, é necessario
ter em conta a sensibilidade das enzimas e cromogéneos usados (eficiéncia da detecdo)(Scopsi &
Larsson, 1985; van der Loos, 2010).

Até a data, apenas duas combinacdes mencionadas na literatura se consideram satisfazer
o primeiro requisito: (1) vermelho-azul (cor intermédia castanho-arroxeado), desenvolvidos com
HRP e AP (Boorsma, 1984) ou alternativamente desenvolvidos com AP sequencialmente (vander
Loos & Teeling, 2008); (2) turquesa-vermelho (cor intermédia azul-arroxeado), desenvolvidos com
beta-galactosidase e AP (van der Loos et al., 1993). No entanto, todas estas combinagdes
enzimaticas partilham a desvantagem de que pelo menos um dos cromogéneos com 0s quais se
desenvolvem os produtos de reacdo coloridos apresenta baixa sensibilidade/eficiéncia na detecéo.
O resultado sao produtos da reacéo localizados de forma mais difusa, comprometendo a observacéo
nitida de pequenas estruturas celulares como dendrites, membranas, fibrilas, etc (van der Loos,
2008, 2010).
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Contrariamente, acombinacdo vermelho-castanho, desenvolvidos com HRP e AP, garante
a visualizacdo nitida dos produtos de reacdo, providenciada pela boa sensibilidade/eficiéncia de
detecdo dos reagentes. Contudo, esta combinacdo impossibilitaa visualizagdo de colocalizagéo
pois a mistura das duas cores é indistinguivel do vermelho por si s6 e do castanho por si s6
(Boorsma, 1984; van der Loos, 1999, 2008, 2010).

3.4.2. Ferramentas de Analise de Imagem

Apesar dos esforcos passados em otimizar a escolha dos cromogéneos para avaliagdo
visual, na pratica é atualmente reconhecido que a maioria dos testes de multipla marcacao requerem
métodos de andlise de imagem computacionais para que a interpretacdo da intensidade e
localizacdo dos produtos cromogeénicos seja precisa (Cartun et al., 2019). Esta observacdo é
particularmente relevante quando os antigénios estdo colocalizados e a sobreposicao de cores é
indistinguivel das cores sozinhas pelo olho humano. Nestes casos, o uso de laminas digitalizadas e
métodos de separacdo de cores torna os testes multiplex préticos e Gteis (Cartun et al., 2019; van
der Loos, 2008, 2010). Estes métodos sdo mencionados na literatura da patologia digital como
“métodos de normalizagdo de cores” pois sdo frequentemente usados para pré-processamento das
imagens com o objetivo de reduzir variabilidade inter-amostras das colorac6es de forma a facilitar
a aplicacdo de algoritmos de analise computacional a essas mesmas imagens com menor
variabilidade nos resultados gerados (Aeffner et al., 2019). O método de analise de imagem
espectral distingue-se entre outros por ser o mais frequentemente mencionado e de utilidade
provada para efeitos de interpretagdo das multiplas marcagdes imunoenzimaticas (van der Loos,
2008, 2010). Informacao sobre os varios métodos de normalizacdo de cores pode ser encontrada
noutros locais (Aeffner et al., 2019; Hoque et al., 2024).

3.5. Uso da Dupla Marcacdo em Laminas Citoldgicas

A dupla marcacéo ICC ja foi previamente utilizada em amostras citoldgicas e mencionada
em varios estudos, tanto em medicina humana como em medicina veterinaria, utilizando ambas
abordagens cromogénica e de fluorescéncia (Conner et al., 2014; Marrinhas et al., 2022;
Matsumoto et al., 2021; Moore et al., 2016; Sawa et al., 2015, 2018). Contudo, 0 estudo em
medicina veterinaria que relata a dupla marcacdo imunoenzimatica apenas refere o uso desta

técnicano modo manual, relatando o uso deste procedimento em efusdes. Os restantes estudos em
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medicina veterinaria foram conduzidos com protocolos de fluorescéncia para imunofenotipagem
de linfoma canino e felino (Matsumoto et al., 2021; Sawa et al., 2015). No entanto, conforme
previamente mencionado, o uso da ICC de fluorescénciatem implicacdes associadas: (1) requer a
utilizacdo de um microscopio de fluorescéncia, que podera ndo estar disponivel em todos os
laboratérios diagnosticos (Burry, 2010); (2) as laminas previamente coradas com corantes de rotina
sdo sujeitas a autofluorescéncia, tornando a sua utilizacdo desadequada para abordagens
imunoquimicas de fluorescéncia (Raskin et al., 2022; Santangelo et al., 2021); (3) a coloracédo
fluorescente desvanece com o tempo, dificultando o arquivamento das laminas (Camus et al.,
2020). Ainda que as duas Ultimas implicacGes possam ser contornadas com o advento das laminas
digitalizadas e 0 uso de ferramentas de andlise digitais (Al-Janabi et al., 2012), 0s autores
consideram que o desenvolvimento de uma técnica de dupla marcacdo imunocitoquimica
cromogeénica, aplicavel a laminas previamente coradas com corantes de rotina, capaz de produzir
resultados diagndsticos com uso de menor namero de laminas por diagnostico, e que seja
visualizéavel ao microscopio de luz, tanto Gtil como préatico para a rotina diagnésticado patologista
clinico veterinario. Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o
desempenho diagndstico de uma técnica automatizada de dupla marca¢do imunoenzimatica em

laminas citoldgicas previamente coradas, para imunofenotipagem de linfoma canino.
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11 Materiais e Métodos

1. Recolha de Dados, Critérios de Inclusdo, Critérios de Exclusao

Os dados recolhidos para realizacdo do presente trabalho séo refentesao periodo de 2 de
Maio a 16 de Outubro de 2023, tendo sido selecionados a partir de um repositério em formato

Excel, relativo as amostras de imunocitoquimica realizadas no laboratério VEDIS.

Foram selecionados retrospetivamente, num periodo méaximo de 5 meses, 40 casos de cdes
com diagnostico citologico de linfoma, independentemente da localizagdo da amostra, e
imunofenodtipo previamente conhecido, determinado por imunocitoquimica simples em laminas
previamente coradas: 20 casos de imunofenotipo B e 20 casos de imunofen6tipo T. As laminas dos
casos selecionados coradas com May-Grunwald-Giemsa foram avaliadas ao microscopio 6tico
pelos autores quanto a sua qualidade, de acordo com a percentagem de células viaveis e extensao
da lise celular, sendo as ldminas de baixa percentagem de células viaveis e/ou elevada lise celular

consideradas de fraca qualidade, e por isso excluidas do presente estudo.

Os restantes casos foram submetidos a dupla marcacdao imunocitoquimica com CD3 e
Pax5 (n=31), correspondendo a laminas de linfonodo ndo especificado (n=22), linfonodo periférico

(n=3), bago (n=1), massa mediastinica (n=1) e localizagdo desconhecida (n=4).
2. Protocolo de Imunocitoquimica Dupla

O protocolo subjacente a técnica de imunocitoquimica dupla foi previamente
padronizado/standardizado, tendo-se recorrido ao método de incubacdo sequencial (Apéndice 1).
A imunocoloracdo foi realizadaem laminas previamente coradas com May-Grunwald-Giemsano

laboratério VEDIS, na plataforma automatica Leica BOND — llI.

Para realizacdo de recuperacgdo antigénica (HIER) as ldminas foram tratadas com solucéo
a base de EDTA (BOND Epitope Retrieval Solution 2, Leica Biosystems, pH = 9) durante 60
segundos, a 100°C. Seguiu-se incubacdo das mesmas por 60 minutos a temperaturaambiente com
anticorpo primario monoclonal de ratinho anti-Pax5 (clone 1EW, Novocastra™ Liquid Mouse
Monoclonal Antibody Pax5, Leica Biosystems, ready to use), classe IgGl. Para remocéao do
anticorpo primario em excesso, as laminas foram lavadas com tampé&o salino de Tris (BOND Wash
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Solution 10X Concentrate, Leica Biosystems, pH 7.5, diluicdo 1:10). Para detecdo do anticorpo
primario, as 1dminas foram incubadas por 8 minutos com IgG de coelho anti-ratinho, seguido de
incubacdo com complexo polimero-AP-1gG anti-coelho por 8 minutos, e posterior incubag¢ao com
cromogéneo Fast Red por 10 minutos (BOND Polymer Refine Red Detection, Leica Biosystems,
ready to use). Para remocéo dos reagentes em excesso, as laminas foram lavadas entre cada etapa
de incubacdo com tampdo salino de Tris (BOND Wash Solution 10X Concentrate, Leica

Biosystems, pH 7.5, diluicdo 1:10).

Para detegéo do antigenio CD3, realizou-se umanova etapa de recuperacdo antigénica por
20 segundos, em condicdes idénticas as usadas previamente. As laminas foram posteriormente
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente com anticorpo primario monoclonal de ratinho
anti-CD3 (clone LN10, Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody CD3, Leica
Biosystems, ready to use), classe 1gG2a, e submetidas a um processo de bloqueio da peroxidase
enddgena com perdxido de hidrogénio 3% por 10 minutos (Novocastra™ Peroxidase Block, Leica
Biosystems). Para remoc¢édo do anticorpo primario em excesso, as laminas foram lavadas com
tampao salino de Tris (BOND Wash Solution 10X Concentrate, Leica Biosystems, pH 7.5, diluicdo
1:10). Para detecdo do anticorpo primario, as laminas foram incubadas por 8 minutos com IgG de
coelho anti-rato, seguido de incubacdo com complexo polimero-HRP-1gG anti-coelho durante 8
minutos, e posterior incubagdo com cromogéneo DAB durante 10 minutos, terminando o protocolo
de coloragdo com contracoloragéo pela hematoxilina, durante 3 minutos (Novolink Polymer
Detection System, Leica Biosystems, ready to use). Para remoc¢do dos reagentes em excesso, as
laminas foram lavadas entre cada etapa de incubacdo com tampéo salino de Tris (BOND Wash

Solution 10X Concentrate, Leica Biosystems, pH 7.5, dilui¢do 1:10).
3. Interpretacdo da Imunocitoquimica

Todas as laminas foram digitalizadascom recurso auma plataforma Leica Aperio GT 450,
e a sua interpretacdo realizada de forma cega a classificacédo anterior. O software de cddigo aberto

QuPath foi utilizado como visualizador das imagens microscopicas digitalizadas.

A visualizacdo da cor castanha (cromogéneo DAB) em localizacdo membranar e
citoplasmatica foi interpretada como imunopositividade para CD3 e a visualizagao da cor vermelha
(cromogéneo Fast Red) em localizacdo nuclear interpretada como imunopositividade para Pax5.
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Padrdes de coloracéo alternativos foram considerados inespecificos. Considerou-se como controlo
interno positivo a marcacdo de células linféides B e T residentes nas amostras analisadas. Os

controlos negativos foram ausentes devido a falta de ldminas em numero suficiente.

Para atribuir o diagnostico do imunofendtipo foi usado um sistema de classificacdo da

percentagem de células imunoreativas, para cada marcador (Tabela 1).

Tabela 1. Sistema de gradacédo da percentagem de células imunoreativas

Nivel 1 <5%
Nivel 2 5-25%
Nivel 3 26 — 50%
Nivel 4 51 -75%
Nivel 5 >75%

A atribuicdo de um imunofen6tipo teve por base a demonstracdo de imunoreatividade em
mais de 75% da populagdo celular (imunoreatividade de nivel 5) para um dos marcadores, em
paralelo com uma baixa percentagem da populacdo celular demonstrando positividade para o
marcador da linhagem contraria (imunoreatividade de nivel 1 ou 2), independentemente da
intensidade da coloracgdo. Dessa forma, os casos que demonstraram mais de 75% das células com
cor castanha de localizacdo membranar/citoplasmatica, em paralelo com até 25% das células
contendo coloracdo vermelha nuclear, foram considerados linfoma de células T. lgualmente, os
casos em que mais de 75% das células demonstraram cor vermelha de localizagdo nuclear em
paralelo com até 25% das células contendo coloracao castanha membranar/citoplasmatica, foram
considerados linfoma de células B. Em adi¢do, a andlise da imunoreatividade combinada com
analise da morfologia celular pode ainda apoiar o diagndstico de um imunofenotipo, na medidaem
que quando a imunoreatividade predominante se verifica em células morfologicamente
consideradas neoplésicas, mesmo que estas ndo constituam >75% da populagéo, e simultaneamente

a imunoreatividade para o marcador contrario se verifica em células morfologicamente
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consideradas residentes, a imagem citoldgica é altamente sugestiva de linfoma de imunofenotipo

do marcador predominante.

A imunoreatividade celular foi ainda classificada quanto a intensidade da coloragdo em:

(2) fraca intensidade; (2) intensidade moderada; (3) coloragéo intensa.

Para avaliar o desempenho da coloracdo, a percentagem de células positivas e a sua
intensidade na dupla marcacéo de cada caso, foram comparadas com as observadas nas 1aminas de

imunocitoquimica simples de cada um dos marcadores individualmente (Apéndice 3).
3.1.Uso da Desconvolucéo de Cor no Software QuPath como Auxiliar na Interpretacao

Sempre que considerado Util, recorreu-se a funcionalidade do software “desconvolugao de cor”
como auxiliar na visualizacdo e interpretacdo dos resultados, com o objetivo de observar
individualmente as cores castanha ou vermelha presentes na lamina, bem como a sua localizagéo.
Todos os casos que levantaram duvidas foram reavaliados ao microscopio para confirmacao da

interpretacdo inicial, idependentemente do uso prévio desta funcionalidade.
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11l Resultados

1. Resultados Gerais

A amostra final dos casos incluidos no estudo (n=31) incluiu 16 linfomas de células T e
15 linfomas de células B, conforme determinado pela técnica de marcacdo imunocitogquimica
simples. A técnica de dupla marcagdo imunocitoquimica utilizada permitiu a atribuicdo de um
diagnostico de imunofendtipo em 87,1% dos casos (27/31), correspondendo a 12 linfomas de
células T (Figura 9A) e aos 15 linfomas de células B (Figura 9B), para 0s quais se observou
concordancia de 100% (27/27) com o diagnostico atribuido pela imunocitoquimica simples. Em

12,9% dos casos, todos de células T, (4/31) o diagndstico foi inconclusivo (Apéndice 2).
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Figura 9: Imagens representativas dos casos em que a atribuicdo de um imunofenotipo é clara.
Marcagdo CD3 desenvolvida com DAB e marcacao a Pax5 desenvolvida com Fast Red. (A) —
linfoma de células T: a populacdo celular € composta por mais de 75% de células com marcacéo
positiva para CD3 e 5 a 25% de células com marcacdao positiva para Pax5 (x100). (B) — linfoma
de células B: a populacéo celular é composta por mais de 75% de células com marcacao positiva
para Pax5 e menos de 5% de células com marcacao positiva para CD3 (x100)

Todos os casos foram visualizados digitalmente através do software QuPath, sendo o
imunofenotipo facilmente atribuido em 61,3% dos mesmos (19/31). Os restantes (9 linfomas de
células T e 3 linfomas de células B), necessitaram de confirmacéo microscopica por se verificar

uma ou mais das seguintes condigbes: (1) coloracdo heterogénea, variando de
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mebranar/citoplasmatica a nuclear para o marcador CD3 (3/12); (2) coloracdo heterogénea,
variando de nuclear a membranar/citoplasmatica para o marcador Pax5 (1/12); (3) dupla
negatividade na maioria das células presentes na lamina (2/12); (4) a presenca de células com
imunopositividade para Pax5 ser aparentemente imperceptivel (8/12)(Apéndice 2). Apos
confirmacgdo ao microscépio, foi atribuido um imunofenétipo a oito desses casos, e quatro casos

foram considerados definitivamente inconclusivos.
2. Casos Problematicos

Dos casos com aparente reatividade nuclear ao marcador CD3 (n=3), um foi considerado
definitivamente inconclusivo por fraca qualidade da lamina (lise excessiva), presenca de coloracéo
heterogénea generalizada variando de membranar a nuclear, e auséncia de células Pax5-positivas
(Figura10A, Apéndice 2). Nos restantes identificou-se ao microscopio numerosas células linféides
neoplasicas com reatividade membranar/citoplasmatica, que inicialmente ndo tinham sido
facilmente visualizadas nas laminas digitalizadas, o que permitiu a atribuicdo de imunofenotipo T.
O mesmo se verificou no caso em que tinha sido detetada marcacao inespecificacom o marcador
Pax5 em localizacdo membranar/citoplasmatica (Figura 10B, Apéndice 2): apesar da inicial
observacdo nas amostras digitalizadas da presenca de células com reatividade inespecifica, ao
microscopio 6ptico a maioriada populacao celular demonstrou imunopositividade em localizagao

nuclear, permitindo a atribuicdo de imunofendtipo B.
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LT

Figura 10: Casos em que se verificou imunoreatividade inespecifica. (A) — linfoma de células T:
numerosas células linféides demonstram reatividade ao marcador CD3 em localizacdo nuclear
(x100). (B) — linfoma de células B: ocasionais células linfoides neoplasicas demonstram
marcacao inespecifica com o marcador Pax5 em localizacdo membranar (x100).
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Todos os casos com elevada proporcéo de células de reatividade negativa tanto para CD3
como para Pax5 (n=2) tinham ambos laminas consideradas de fraca qualidade quando observadas
apos a coloracdo. Em um destes casos foi possivel encontrar regifes da I1dmina em que o nivel de
imunoreatividade e a intensidade da coloracdo eram apreciaveis, sendo a maioria das células
positivas para Pax5, com coloracdo de intensidade ténue, mas ainda permitindo a classificacdo
como linfoma B (Apéndice 2; Figura 11A, 11B). O outro caso foi considerado definitivamente
inconclusivo por fraca qualidade da amostra (lise excessiva) e por as células reativas presentes
demonstrarem marcacao inespecifica para ambos os anticorpos, variando de membranar a nuclear
(Apéndice 2).
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Figura 11: Caso com elevada proporc¢éo de células duplamente negativas. (A) — raras células
apresentam marcacao positiva para CD3 (x100). (B) — examinac¢édo cuidadosa da lamina permitiu
encontrar campos em que a coloragéo era apreciavel, com mais de 75% das células demonstrando

marcacao ténue com Pax5 (x100).
2.1.Linfomas de Células T Desafiantes e Desconvolucao de Cor

Por fim, dos casos de linfoma de células T em que a presenca de células Pax5-positivas
foi inicialmente impercetivel (n=7), trés foram definitivamente considerados inconclusivos por
essa mesma razdo, mas nos restantes quatro foram identificadas raras células imunoreativas para o
marcador Pax5. Esta visualizacdo foi inconsistentemente facilitada com a funcionalidade
“desconvolucao de cor” do software QuPath, e posteriormente confirmada com visualizagdo ao

microscapio 6tico.
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A funcionalidade de desconvolucédo de cor do software facilitou a interpretacdo destes
casos quando a separacdo de cores foi bem sucedida, permitindo realcar as células coradas a
vermelho (células residentes, Pax5-positivas), inicialmente indistinguiveis (Figura12). No entanto,
a separacao de cores nem sempre foi eficaz pois em certos casos os vetores criados pelo software

para cada corante sobrepdem-se e a distin¢do de cores permanece dificil (Figura 13).

Independentemente da utilidade do software na interpretacdo das colorag¢des duvidosas,
todos os 8 casos foram confirmados ao microscopio, e o registo diagndstico final feito segundo os

resultados observados (Apéndice 2).
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Figura 12: Exemplo de caso de linfoma de células T em que a desconvolucao de cor facilita a
identificacdo de células residentes (x50). (A) — Original. (B) — Hematoxilina. (C) — DAB. (D) —
Fast Red
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Figura 13: Exemplo de caso de linfoma de células T em que a desconvolucédo de cor ndo é eficaz
no auxilio da identificacdo de células residentes. Os vetores atribuidos a cada cromogéneo
caraterizam-se por valores de pixéis comuns aos dois, realgando as mesmas estruturas (x50). (A)
— Original. (B) — Hematoxilina. (C) — DAB. (D) — Fast Red

3. Comparacdo do Nivel de Imunoreatividade

Quanto a percentagem de imunoreatividade celular, verificou-se para os linfomas de
células T uma imunoreatividade ao marcador CD3 idéntica entre as duas técnicas para todos 0s
casos (imunoreatividade de nivel 5)(Apéndice 3). A imunoreatividade ao marcador Pax5 nos
linfomas de células T foi menor na dupla marcacdo em 2 casos (imunoreatividade de nivel 1 na
dupla marcacdo e de nivel 2 na marcacdo simples), idéntica entre as duas técnicas em 9 casos, e
maior na dupla marcagdo em 1 caso (imunoreatividade de nivel 2 na dupla marcacéao e de nivel 1

na marcagdo simples). Para os linfomas de células B, registou-se uma imunoreatividade ao
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marcador Pax5 idénticaentre as duas técnicas para todos os casos (imunoreatividade de nivel 5) e
uma imunoreatividade ao marcador CD3 menor na dupla marcacéo em 6 casos (imunoreatividade
de nivel 1 na dupla marcacdo e de nivel 2 na marcacdo simples), idéntica entre as duas técnicasem
7 casos, e maior na dupla marcacdo em 2 casos (imunoreatividade de nivel 2 na dupla marcacéo e
de nivel 1 na marcacdo simples). N&o se verificou imunoreatividade de nivel 3 ou 4 para nenhum

dos marcadores em nenhum dos casos incluidos na amostra.
4. Comparacdo da Intensidade da coloracéo

Quanto a intensidade da coloracdo, verificou-se para os linfomas de células T, uma menor
intensidade da colora¢do CD3 na duplamarcacdo em trés casos, e coloracao de intensidade idéntica
entre dupla marcagdo e marcacao simples nos restantes nove. A coloragdo Pax5 demonstrou menor
intensidade na dupla marcacao em sete casos, intensidade idéntica entre os dois métodos em dois

casos, e intensidade superior na dupla marcagdo em 3 casos.

Nos linfomas de células B, observou-se em trés casos uma coloracdo Pax5 de menor
intensidade na dupla marcacéo, coloracgdo de intensidade idéntica nos dois métodos em 11 casos, e
coloragdo de intensidade superior na dupla marcacdo em um caso. Quanto a intensidade da
coloragdo CD3, verificou-se coloracdo de intensidade idénticaentre os dois métodos em 13 casos,

e coloragéo de intensidade superior na dupla marcacdo em dois casos.
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1V Discussao

1. Generalidades

Em primeiro lugar, o presente estudo demonstra que a dupla marcacdo sequencial
imunoenzimatica em laminas citoldgicas previamente coradas tem uma boa capacidade diagnostica
permitindo a atribui¢cdo de um imunofen6tipo com uma s6 Iamina citolégica na maioria dos casos,

que revela a sua particular utilidade nos casos em que o material citoldgico disponivel é limitado.

2. Casos Problematicos

2.1.Reacdes Inespecificas e Dupla Negatividade

Os casos em que se verificou marcacao inespecifica para o marcador CD3 (localizacdo
nuclear) ou para o marcador Pax5 (localizagdo membranar/citoplasmatica) foram considerados
inconclusivos. Conforme mencionado, casos inconclusivos (potenciais falsos positivos) podem ser
devidos a causas pré-analiticas —amostras excessivamente lisadas, necroticas ou inadequadamente
fixadas — e causas analiticas - procedimentos de bloqueio das proteinas séricas ou peroxidase
enddgena desadequados, concentracdo dos reagentes excessivamente alta e ocorréncia de reagdes
cruzadas (Fowler & Lachar, 2008; Ramos-Vara, 2017; Ramos-Vara & Gelain, 2023; Ramos-Vara
& Miller, 2014; Santangelo et al., 2021; Skoog & Tani, 2011). De facto, tendo em conta que no
nosso estudo se usou um protocolo de coloragdo sequencial, é possivel a ocorréncia de reagdes
cruzadas dos reagentes de detecdo do anticorpo primario anti-CD3 com 0s anticorpos primarios
anti-Pax5 remanescentes. Mais ainda, 0 nosso protocolo de colora¢do ndo usou o passo intermédio
de HIER conforme descrito por Lan et al., (1995) nem desenvolveua coloragdo DAB em primeiro
lugar, ambas medidas mencionadas na literatura como sendo eficazes a evitar reagdes cruzadas
indesejadas (Lan et al., 1995; Sternberger & Joseph, 1979; van der Loos, 1999, 2008; van der Loos
& Teeling, 2008). Contudo, 0s quatro casos em que se observou reatividade nuclear ao marcador
CD3 corresponderam a linfomas de células T, com raras células Pax5-positivas (residentes)
presentes, e como tal, a presenca de células neoplasicas com reatividade nuclear ao marcador CD3
ndo se justifica pela ocorréncia de reagdes cruzadas por si s6. Outra hipdtese justificativa das
coloragdes inespecificas observadas sdo alteracdes de antigenicidade trazidas por fixacdo e/ou

armazenamento desadequados. As laminas citoldgicas coradas com corantes de Romanowsky

54



retém antigenicidade durante aproximadamente cinco meses ap0s a coloracao (Raskin etal., 2019).
Os casos incluidos no presente estudo foram todos corados com May — Grunwald — Giemsa nos
cinco meses que precederam a dupla marcacdo ICC, e como tal, € pouco provavel que a fixagdo
dos mesmos represente a causa subjacente a reatividade inespecifica observada. Ainda assim, é
importante notar que os corantes de Romanowsky incorporam fixacgéo inicial com metanol, um
agente fixador por coagulacdo que causa alteracdes na estrutura terciaria das proteinas pois 0s
dominios proteicos hidrofébicos libertam-se da repulsdo exercida pela dgua (unfolding), requerindo
posterior recuperacao antigénica (Ramos-Vara & Miller, 2014). A fixacdo por coagulacdo acarreta
por isso o risco de “floculagdo” citoplasmatica e fraca preservacdo de granulos de secrecdo e
mitocondrias (Ramos-Vara, 2005). Mais ainda, Raskin et al., (2019) também mencionam que para
otimizar a recuperacdo antigénica dos marcadores leucocitérios, incluindo CD3 e Pax5, €
recomendado o uso de solu¢des tampdo a base de citrato, de baixo pH, ao contrario da maioriados
antigénios que requer soluc@es de recuperacao de elevado pH. Esta podera ter sido uma possivel
causa dos resultados subétimos observados, uma vez que a HIER do protocolo usado no presente
estudo foi feitacom solugdo a base de EDTA de pH =9. Em adic¢do, trés dos quatro casos em que
se observou reatividade inespecifica foram considerados de fraca qualidade ap6s a coloragédo
devido a lise excessiva (artefacto de realizacdo do esfregaco). Para todos os efeitos, a
predominancia da reatividade para um dos marcadores em paralelo com reduzida reatividade ao
marcador da linhagem contraria permitiu a atribuicdo de um imunofenétipo em trés destes quatro
casos, com o ultimo sendo definitivamente considerado inconclusivo, para o qual a marcagdo ICC

simples concorrente também produziu resultados inespecificos.

Os casos em que se observou elevada proporcao de células com dupla negatividade foram
considerados falsos negativos e a causa atribuida paraambos foi fraca qualidade da amostra devido

a lise excessiva.
2.2.Linfomas de Células T e Valor Auxiliar da Desconvolugao de Cor

Nos casos com diagndstico de linfomade células T com presenga impercetivel de células
Pax5-positivas colocaram-se duas hipoteses justificativas: (1) verdadeira ausénciade rea¢ao devido
a lise excessiva e/ou procedimentos ineficazes de recuperacédo antigénica; (2) falsa colocalizacio
devido a reatividade cruzada dos reagentes de detecdo do anticorpo primario anti-CD3 com

anticorpos primarios anti-Pax5 remanescentes, dado que conforme descrito, a mistura das cores
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castanha e vermelha é de dificil distincdo de cada uma dessas cores individualmente a olho nu
(Boorsma, 1984; van der Loos, 1999, 2008, 2010). Varios autores mencionam a utilidade das
ferramentas de analise de imagem digital que permitem a separacdo de cores nestas situagoes,
particularmente o uso de ferramentas de analise de imagem espectral, que realizam a separacédo de
cores com base nas carateristicas espectrais de cada produto de reacdo colorido (Cartunetal., 2019;
Hoque et al., 2024; van der Loos, 2010). No nosso estudo, a separacgéo de cores foi realizada com
recurso ao software QuPath (Bankhead et al., 2017), que realiza esta tarefa segundo o método de
desconvolucdo de cor descrito por Ruifrok & Johnston, (2001). Apesar de Gtil e o seu uso
complementar ter ajudado ocasionalmente a identificar células Pax5-positivas inicialmente
impercetiveis (Figura 13), houve casos em que a separacdo de cores atraves deste método néo foi
possivel pois os vetores das cores criados para 0 DAB e para o Fast Red sobrepdem-se resultando
em imagens em que as estruturas celulares sdo realcadas tanto pelo vetor vermelho como pelo vetor
castanho, e permanecem indistintas (Figura 14). As diferengas técnicas entre os varios métodos de
separacdo de cores estdo além do conhecimento dos autores e podem ser encontradas noutras
publicacbes (Hoque et al., 2024). Contudo, as limita¢Ges encontradas na tentativa de realizar a
separacdo de cores no nosso estudo sdo ilustrativas da necessidade da presenca de técnicos e
analistas de bioimagem capazes de auxiliar o patologista nas tarefas de analise de imagem em
patologia digital, enfatizada na literaturada patologia digital (Aeffner et al., 2016; Grunkin et al.,
2011; Webster & Dunstan, 2014). Ainda assim, independentemente das limitagdes de separacédo de
cores no QuPath, apés confirmagcdo ao microscopio 6tico foi possivel a atribuicdo de um
imunofenotipo a seis dos oito casos em que a presenca de células imunopositivas para o0 marcador
Pax-5 foi inicialmente impercetivel. O nimero de casos relativamente elevado para 0s quais se
observou esta dificuldade reflete o desafio de imunofenotipagem nos casos de linfoma de células
T quando se usa esta técnica. No entanto, a examinacao e interpretacdo cuidadosas destes casos
geralmente revela a presenca de células residentes com coloragéo nuclear vermelha-escura. Mais
ainda, apesar dos casos em que néo foi possivel a identificagdo de células residentes terem sido
considerados definitivamente inconclusivos, € importante deixar a nota de que para todos os efeitos
a maioria das células viaveis presentes nestas laminas demonstravam imunoreatividade
mebranar/citoplasmatica para 0 marcador CD3, indicando um diagnostico de suspeita de linfoma

de células T.
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3. Nivel de Imunoreatividade

Observou-se também que para qualquer imunofen6tipo, o nivel da imunoreatividade do
marcador da populacdo celular predominante foi sempre idéntico entre a dupla marcacdo e a
marcacao simples (imunoreatividade de nivel 5)(Apéndice 3), indicando boa sensibilidade geral da
técnica de dupla marcacéo. Para os marcadores da linhagem contraria (células residentes), o nivel
de imunoreatividade nunca variou por maisdo que 1, de tal formaque ndo foram registados casos
com imunoreatividade de nivel 3 nem 4. Esta pequena variagao pode representar variabilidade
intra-observador, na medida em que 0s casos em que a percentagem de células positivas é
borderline entre imunoreatividade de nivel 1 e nivel 2 podem ter sido inicialmente (ICC simples)
atribuidos nivel 1 e posteriormente (ICC dupla) nivel 2, e vice-versa. Ainda assim, uma vez que
seja garantida qualidade e preservacdo celular das laminas, a proporcéao entre células neoplasicas e
celulas residentes € mais facilmente avaliada numa sé Iamina contendo os dois marcadores
detetados com cromogéneos diferentes do que na observacao consecutiva de duas laminas contendo
um marcador cada uma. Para todos os efeitos, em nenhum caso as varia¢cfes observadas afetaram

o diagndstico de imunofendtipo final.
4. Intensidade da Coloracéo

Quanto a intensidade da coloracdo, de formageral, as intensidades observadas paraambos
os marcadores entre atécnica de marcagéo simples e técnica de marcacdo dupla foram equiparaveis
(Apéndice 3). Uma excecdo verifica-se para os linfomas de células T, em que se observou que a
coloracdo das células residentes (Pax5-positivas) de menor intensidade (comparativamente a
observada na ICC simples) numa quantidade consideravel de casos. De qualquer das formas as
diferencas de intensidade da coloracdo ndo impediram a atribuicdo de um imunofendtipo em

nenhum dos casos incluidos no estudo.
5. Comparacgdo com Estudos Prévios

Na bibliografia consultada, foram encontrados dois estudos de imunofenotipagem de
linfoma canino e felino recorrendo a uma técnica de dupla marcacdo ICC de fluorescéncia
(Matsumotoetal., 2021; Sawa et al., 2015). Num destes estudos a técnica foi desenvolvida para os

marcadores CD79a e CD3 (Sawa et al., 2015) e no outro para os marcadores CD20 e CD3
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(Matsumoto et al., 2021). Em nenhum dos estudos foi mencionada a observacédo de reatividade
inespecifica, possivelmente por em ambos ter sido usada uma técnica simultanea indireta/indireta,
que ao contrario da técnica sequencial usada no presente estudo, tem reduzida probabilidade de
ocorréncia de reagdes inespecificas (van der Loos, 1999, 2008). Adicionalmente, Sawa e
colaboradores (2015) realizaram o protocolo de coloracdo também em laminas previamente
coradas com Giemsa, contudo a coloracdo nédo teve sucesso, tendo-se observado auséncia de sinal
nestas ldaminas. As técnicas de imunofluorescéncia apresentam a vantagem comparativamente as
técnicas imunoenzimaticas de que teoricamente ndo tém interferéncia de enzimas enddgenas que
produzem reatividade de fundo e coloracdes inespecificas (Sawa et al., 2018). Contudo, a técnica
de dupla marcacdo imunoenzimatica apresentaas vantagens de que (1) ndo requer microscopio de
fluorescéncia para ser observada e interpretada; (2) pode ser efetuada numa lamina seletivamente
escolhida antes do procedimento pois os corantes de romanowsky ndo interferem com o seu

desempenho diagnostico.
6. LimitacOes do Estudo

A principal limitacdo do presente estudo foi que o protocolo de coloracdo usado foi
desenvolvido sob as restricGes impostas pelos reagentes comercialmente disponiveis, sendo 0s
anticorpos priméarios ambos monoclonais de ratinho. O facto de os anticorpos primarios serem
ambos desenvolvidos na mesma espécie obrigou ao uso de uma técnica sequencial, que acarreta 0s
riscos da ocorréncia de reagdes cruzadas e consequentemente falsas coloracfes. Esta podera ser
uma potencial causa da dificuldade em identificar células residentes Pax5-positivas em linfomas

de células T.
7. Estudos Futuros

Futuramente seria interessante replicar o presente estudo com aplicagdo a outras espécies
animais, nomeadamente para imunofenotipagem de linfoma felino. Também seria importante
desenvolver protocolos de dupla marcacao recorrendo a umatécnica simultaneae realizaravaliagao
estatisticado grau de correlacédo dos resultados obtidos usando ambos os protocolos (simultaneoe

sequencial) com os resultados obtidos pela marcacéo simples.

Os trabalhos recentemente publicados sobre a expressdo de PDL1 em neoplasias caninas

(Muscatello et al., 2023; Stevenson et al., 2021) e sobre a utilidade de avaliar a expressao deste
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marcador em laminas citoldgicas em medicinahumana (Tejerina et al., 2021) levantam a hipotese
de que a aplicagdo desta técnica no estudo do microambiente tumoral em Iaminas citol6gicas de

neoplasias caninas seja igualmente informativa.

Mais ainda, continuar o estudo da aplicabilidade da dupla marcacdo em laminas
citoldgicas previamente coradas para diagnostico de tumores de diferentes origens celulares podera

ser util dado o valor da técnica em contornar as limitagdes pré-analiticas da imunocitoquimica.
8. Considerac6es Finais

O presente estudo demonstrou a possibilidade de imunofenotipagem de linfoma canino
usando uma s6 lamina citoldgica previamente corada e selecionada, com recurso ao microscopio
Otico, aumentando o rendimento do material citologico disponivel para estes efeitos. Embora
excluidos do nosso estudo, 0s autores acreditam que esta técnica podera também ser Gtil no estudo
de casos de linfoma que demonstram co-expressdo de marcadores de células B (Pax5) e de células
T (CD3), dado que estes marcadores sdo de antigénios presentes em compartimentos celulares

diferentes, permitindo a sua simultanea avaliagdo visualmente.

Ao melhor do conhecimento dos autores, este € o primeiro trabalho em que se avalia a
aplicabilidade datécnica de dupla marcacdo imunoenzimatica em laminas citologicas previamente

coradas para efeitos de imunofenotipagem de linfoma em medicina veterinaria.
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V Conclusao

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a utilidade da dupla marcacéo
imunoenzimatica em laminas citoldgicas previamente coradas para imunofenotipagem de linfoma
canino, tendo sido possivel a atribuigdo de um imunofenétipo em 87,1% dos casos, 0s quais
demonstraram excelente concordancia com a marcag¢do imunocitoquimica simples (100%). A
maioria dos casos desafiantes eram linfomas de células T em que a identificacao de células linféides
residentes a olho nu é mais dificil quando a densidade celular é elevada pois a distingdo entre
castanho (desenvolvido com DAB) ou vermelho (desenvolvido com Fast Red) e a mistura das duas
cores é visualmente desafiante, no entanto, a examinacgdo e interpretacdo cuidadas destes casos
frequentemente permite atingir um diagnostico de imunofen6tipo. As ferramentas de analise de
imagem digital que permitem a separacao de cores podem ser Uteis nestes casos, especialmente se
0 patologista contar com o apoio de técnicos e analistas de bioimagem. Os casos considerados
definitivamente inconclusivos corresponderam a laminas de fraca qualidade e com auséncia de
células residentes pois lise excessiva produz coloragdes inespecificas, contudo, a interpretagao
cuidada destes casos permite aatribuicdo de um diagnostico “sugestivo” de um imunofenotipo com
base na predominancia de imunoreatividade para um dos marcadores. O uso de um passo
intermédio de eluicdo do primeiro anticorpo primario e de solucdo tampdo de recuperacdo
antigénica de baixo pH poderdo otimizar os resultados obtidos com a dupla marcacéo sequencial.
Os autores concluem que a dupla marcagdo imunocitoquimica cromogeénica em laminas citoldgicas
previamente coradas € uma técnica Util, pratica e fiavel na rotina do patologista clinico pois pode
ser realizada numa Iamina previamente escolhida, visualizada ao microscépio 6tico e permite a
imunofenotipagem de linfoma com recurso a uma unica ldmina citolédgica, tirando maximo partido

do material citolégico disponivel.
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Anexos e Apéndices

Anexo 1. Critérios, parametros e terminologia utilizados na avaliagao citologica de casos de

linfoma (adaptado de Raskin, 2023).

Critérios
Tamanho Celular (por comparacdo do
didmetro nuclear com o didmetro de um
eritrocito)

Nucleares

Nucleolares

Citoplasmaticos

Contagem de mitoses (numero total de
figuras de mitose em 10 campos de
elevada celularidade em ampliacgao
400x)

Grau (morfologicamente baseado no
tamanho celular e contagem de mitoses)

Parametros

Células Pequenas 1-1,5x diametro de um
eritrécito

Células Médias 2-2,5x diametro de um
eritrocito

Células Grandes >3x didmetro de um
eritrécito

Forma Redondo (superficie lisa)
Redondo Irregular
(indentacdes leves)
Convoluido (vérias

indentacdes profundas)
Indentado (uma Unica
indentacdo profunda)

Posicao Central
Excéntrica
Visibilidade Proeminentes
Discretos
NUmero 1 Unico nucléolo
Madltiplos nucléolos
Tamanho Pequenos
Grandes
Posigéo Central
Marginal/Periféricos
Quantidade Escasso
Moderado
Abundante
Cor Palido

Basofilia Moderada
Fortemente Basofilico

Baixa 0-2 figuras de mitose
Moderada 3-5 figuras de mitose
Elevada >6 figuras de mitose
Baixo Grau Linfoma de ceélulas

pequenas + baixa

contagem de mitoses
Alto Grau Linfoma de  células

médias ou grandes +



moderada ou elevada
contagem de mitoses

Apéndice 1. Protocolo para dupla marcacéo imunocitoquimica enzimatica usado no presente

estudo

10

11

12

13

HIER

Anticorpo primério anti-Pax5

Lavagem com tampao salino
de Tris

IgG de coelho anti-ratinho

Complexo polimero-AP-1gG
anti-coelho
Fast Red

Lavagem com tampéo salino
de Tris

HIER

Anticorpo primério anti-CD3

Bloqueio Peroxidase
Enddgena
Lavagem com tampéao salino
de Tris

IgG de coelho anti-ratinho

Complexo polimero-HRP-

IgG anti-coelho

60 segundos
60 minutos; temperatura
ambiente

2 minutos

8 minutos; temperatura
ambiente

8 minutos; temperatura
ambiente

10 minutos, temperatura
ambiente

2 minutos

20 segundos
15 minutos; temperatura
ambiente
Peroxido de Hidrogénio 3%;
10 minutos

2 minutos

8 minutos; temperatura
ambiente
8 minutos; temperatura

ambiente



14

15
16

DAB

Hematoxilina
Lavagem com tampéo salino
de Tris

10 minutos; temperatura
ambiente
3 minutos

2 minutos



Apéndice 2. Imunofendtipo de linfomas caninos conforme determinado por dupla marcacao

imunocitoquimica e marcagdo imunocitoquimica simples

Caso Localizacao ICC Dupla ICC Simples
1 Linfonodo Né&o Especificado T T
28 Linfonodo Periférico T T
3 Linfonodo Periférico T T

43.d Baco Inconclusivo T
5 Linfonodo N&o Especificado T T
6 Massa Medistinica T T
7 Linfonodo Né&o Especificado T T
8 Linfonodo Periférico T T
g° Linfonodo N&o Especificado B B
10 Linfonodo Né&o Especificado B B
11 Linfonodo N&o Especificado B B
12 Linfonodo Né&o Especificado B B
13 Linfonodo N&o Especificado B B
14 Indefinida B B
15¢ Linfonodo N&o Especificado T T

5Pt Linfonodo Né&o Especificado T T
17 Linfonodo Né&o Especificado T T
18¢ Linfonodo N&o Especificado Inconclusivo T
19 Indefinida T T

20°¢ Linfonodo N&o Especificado Inconclusivo T
21¢ Linfonodo N&o Especificado T T
22 Linfonodo Né&o Especificado B B
23 Linfonodo Né&o Especificado B B
24 Indefinida B B
25¢ Linfonodo Né&o Especificado Inconclusivo T



26 Linfonodo Né&o Especificado B B
27 Linfonodo N&o Especificado B B
28 Linfonodo N&o Especificado B B
29° Linfonodo N&o Especificado B B
30 Linfonodo N&o Especificado B B
314 Indefinida B B

ICC — Imunocitoquimica; @ — amostras em que inicialmente se verificou reatividade nuclear
(inespecifica) para CD3; °® — amostras em que inicialmente se verificou reatividade
membranar/citoplasmatica (inespecifica) para Pax5; ¢ — amostras em que a maioria das células
presentes foram duplamente negativas; ¢ — amostras em que a presenca de células com
imunopositividade para Pax5 foi inicialmente imperceptivel.



Apéndice 3. Comparacdo dos resultados da imunofenotipizacdo de linfomas caninos por dupla

marca¢do imunocitoquimica e por marcagao imunocitoquimica simples

CD3 Pax5 CD3 Pax5
Caso Nivel Intensidade Nivel Intensidade Nivel Intensidade Nivel Intensidade
IR IR IR IR

1 5 ++ 1 ++ 5 ++ 1 +++
2 5 + 1 ++ 5 +/++ 2 ++
3 5 +++ 1 +++ 5 ++H/+++ 1 ++
4 NA NA NA NA 5 ++ 1 ++
5 5 ++ 1 + 5 +++ 1 +++
6 5 +++ 1 +++ 5 ++/+++ 1 ++
7 5 +++ 1 ++ 5 ++/+++ 1 ++
8 5 +++ 2 +++ 5 +++ 1 ++
9 2 ++ 5 + 2 ++/+++ 5 ++
10 2 +++ 5 ++/+++ 1 ++ 5 ++
11 1 +++ 5 +++ 2 +++ 5 ++
12 1 ++/+++ 5 ++/+++ 2 ++ 5 ++
13 1 +++ 5 ++/+++ 2 +++ 5 ++
14 2 +++ 5 +/++ 2 +++ 5 ++
15 5 ++ 1 + 5 ++/+++ 1 ++
16 5 ++ 1 + 5 +++ 1 ++
17 5 +++ 2 + 5 ++/+++ 2 ++
18 5 ++ NI NI 5 +++ 2 +++
19 5 ++ 1 + 5 +++ 2 +++
20 NA NA NA NA 5 ++ 2 ++
21 5 ++ 1 + 5 ++/+++ 1 ++
22 1 +++ 5 +/++ 1 +++ 5 +/++
23 1 +++ 5 +/++ 1 ++ 5 ++



24
25
26
27
28
29
30
31

IR — imunoreatividade; NA — ndo aplicavel; NI — ndo identificavel; + - coloracéo leve; ++ -
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5
5
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+
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+

coloracdo moderada; +++ - coloragdo intensa
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o1 o1 o1 o1 o1, Ol
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