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RESUMO

A mastocitose ¢ uma doenca rara caracterizada por proliferacdo clonal anormal de mastocitos
com um espectro amplo de manifestacbes clinicas, variando desde formas cutaneas
(Mastocitose Cutanea - MC) que podem ter regressdo espontanea até formas agressivas com
acometimento sistémico (Mastocitose Sistémica - MS) e prognostico pejorativo, como a
Leucemia de Células Mastocitarias. O diagndstico é baseado em critérios maior e menores bem
definidos pela Organizacao Mundial da Satude (OMS), sendo o critério maior a demonstracéo de
agregados multifocais de mastdcitos com caracteristicas neoplasicas infiltrando a medula 6ssea
e/ou outros Grgdos extracutaneos. O critério maior pode ser associado aos critérios menores,
sendo que alguns desses critérios menores podem utilizar marcadores imuno-histoquimicos, tais
como 0 CD2 e CD25. Outros imunomarcadores que auxiliam no diagndstico sao a triptase e o
receptor c-Kit/CD117. A molécula CD30 é expressa em uma pequena populacéo de células T e
B ativadas, e com alta expressdo em neoplasias malignas hematoldgicas como linfomas de
Hodgkin e Linfoma T Anaplasico de Grandes Células, dentre outras neoplasias de células T e B.
Menos comumente também pode ser expressa em neoplasias ndo hematoldgicas como tumores
de células germinativas e o carcinoma embrionario testicular. O CD30 é membro da
superfamilia dos receptores de fator de necrose tumoral (TNFR). A sinalizagdo atraves destes
receptores afeta a proliferacdo celular, sobrevida e diferenciacdo e estes efeitos sao mediados
através de dominios citoplasmaticos destes receptores. A presenca do CD30 na mastocitose é
considerada aberrante e vem sendo descrita em relatos os quais demonstram uma associacdo
quase exclusiva deste imunomarcador as formas agressivas de mastocitose. A positividade do
CD30 nas formas indolentes de MS, inclusive na forma cutanea de mastocitose, é considerada
excepcional. Com o objetivo de avaliar a prevaléncia do CD30 em mastdcitos neoplasicos, nds
realizamos um estudo retrospectivo de casos de MC e MS no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do Instituto Universitario do Cancer Toulouse — Oncopole, Toulouse — Franca no
periodo entre 2000 e 2006. Além da andlise histopatoldgica dos casos destas duas formas
clinicas, foram também realizadas imuno-histoquimicas para os seguintes marcadores: CD30,
CD2, CD25, c-Kit/CD117, além de outros imunomarcadores. De um total de 42 casos de
mastocitose, encontramos 29 casos de MC (n = 29) e 13 casos de MS (n = 13). O CD30 foi
positivo em um total de 39 casos (39/42 = 92,8%). Nos casos de MC, 28 de um total de 29
casos foram CD30 positivos. Na MS 11 de um total de 13 casos foram CD30 positivos. Os
casos controles onde os mastocitos evidenciados nas peles normais e 0s mastdcitos ativados

encontrados nas peles com urticaria, a imunomarcacao CD30 foi negativa. Os achados deste



estudo sugerem que o CD30 pode ser considerado um marcador neoplésico de mastocitose,
independente da sua apresentacdo clinica (Cutdnea ou Sistémica), mas ndo €é associado

exclusivamente em formas agressivas de mastocitose, como previamente descrito na literatura.

Palavras-chave: Mastocitose - CD30 — imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Mastocytosis is a rare disease characterized by abnormal clonal proliferation of mast cells
with a broad spectrum of clinical manifestations, ranging from cutaneous forms (Cutaneous
Mastocytosis - CM) that can spontaneously regress to aggressive forms with systemic
multiorgan involvement ( Systemic Mastocytosis - SM) and pejorative prognosis, such as
Mast Cell Leukemia. The diagnosis is based on major and minor criteria that are well defined
by the World Health Organization (WHQO). The major criterion is the demonstration of
multifocal aggregates of mast cells with neoplastic features infiltrating bone marrow and/or
other extracutaneous organs. The major criterion may be associated with minor criteria, and
some of these minor criteria consist of immunohistochemical markers such as CD2 and
CD25. Other useful immunomarkers in the diagnosis are tryptase and c-Kit/CD117 receptor.
The CD30 molecule is expressed in a small population of activated T and B cells, and is
highly expressed in hematological malignancies such as Hodgkin's lymphomas and Large Cell
Anaplastic T-Lymphomas, among other T-cell and B-cell neoplasms. It may be expressed in
non-hematological neoplasms such as germ cell tumors and testicular embryonal carcinoma.
CD30 is a member of the tumor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily. Signaling
through these receptors affects cell proliferation, survival and differentiation and these effects
are mediated through cytoplasmic domains of these receptors. The presence of CD30 in
mastocytosis is considered to be aberrant and has been described in some reports which
demonstrate a nearly exclusive association of this immunomarker to aggressive forms of
mastocytosis. The positivity of CD30 in the indolent forms of SM, including the cutaneous
form, is considered exceptional. In order to evaluate the prevalence of CD30 in neoplastic
mast cells, we performed a retrospective study of CM and SM cases in the Laboratory of
Pathological Anatomy of the Toulouse University Cancer Institute - Oncopole, Toulouse -
France between 2000 and 2006. Besides the histopathological analysis of these two clinical
forms, it was also performed immunohistochemistry for the following markers: CD30, CD2,
CD25, c-Kit/CD117, as well as other immunomarkers. From a total of 42 cases of
mastocytosis, we found 29 cases of CM (n = 29) and 13 cases of SM (n = 13). CD30 was
positive in a total of 39 cases (39/42 = 92.8%). In cases of CM, 28 out of 29 cases were CD30
positive. In SM, 11 out of 13 cases were CD30 positive. The control cases which consisted of
mast cells from normal skin samples and activated mast cells found in urticaria were CD30
negative. The findings of this study suggest that CD30 may be considered a neoplastic marker
of mastocytosis, regardless of its clinical presentation (Cutaneous or Systemic), and it is not



nearly exclusively associated to aggressive forms of mastocytosis, as previously described in
the literature.

Keywords: Mastocytosis - CD30 — immunohistochemistry.



RESUME

La mastocytose est une maladie rare caractérisée par une prolifération clonale anormale de
mastocytes présentant un large spectre de manifestations cliniques, allant des formes cutanéees
(Mastocytose Cutanée - MC) qui peuvent régresser spontanément aux formes agressives avec
atteinte systémique (Mastocytose Systémique - MS) comme la Leucémie a Cellules
Mastocytaires. Le diagnostic repose sur des criteres majeur et mineurs bien définis par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), étant le critere majeur caractérisé par la
démonstration d'agrégats multifocaux de mastocytes présentant des caractéristiques néoplasiques
infiltrant la moelle osseuse et/ou d'autres organes extracutanés. Le critére majeur peut étre associé
a des criteres mineurs, et certains de ces criteres mineurs peuvent utiliser des marqueurs
immunohistochimiques tels que CD2 et CD25. La tryptase et le récepteur c-Kit/ CD117 sont
d’autres immunomarqueurs utiles au diagnostic. La molécule CD30 est exprimée dans une petite
population de cellules T et B activées et est fortement exprimée dans les hémopathies malignes
telles que les Lymphomes de Hodgkin et les Lymphomas T Anaplasiques a Grandes Cellules,
entre autres néoplasies a cellules T et B. Il peut étre aussi exprimé dans des néoplasies non
hématologiques tels que les tumeurs des cellules germinales et le carcinome embryonnaire
testiculaire. Le CD30 est un membre de la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose
tumorale (TNFR). La signalisation des ces récepteurs affecte la prolifération cellulaire, la survie et
la différenciation et ces effets sont médiés par les domaines cytoplasmiques de ces récepteurs. La
présence de CD30 dans la mastocytose est considérée comme aberrante et a été décrite dans des
rapports démontrant une association presque exclusive de cet immunomarqueur avec des formes
agressives de mastocytose. La positivité de CD30 dans les formes indolentes de MS, y compris la
forme cutanée de mastocytose, est considérée comme exceptionnelle. Afin d'évaluer la prévalence
de CD30 dans les mastocytes néoplasiques, nous avons mené une étude rétrospective des cas de
MC et de MS dans le Laboratoire d’Anatomie Pathologique de I'Institut du Cancer de I'Université
de Toulouse - Oncopole, Toulouse - France entre 2000 et 2006. En plus de l'analyse
histopathologique des cas de ces deux formes cliniques, des tests immunohistochimiques ont
également été réalisés pour les marqueurs suivants: CD30, CD2, CD25, c¢-Kit/CD117, en plus
d'autres immunomarqueurs. Sur un total de 42 cas de mastocytose, nous avons trouvé 29 cas de
MC (n = 29) et 13 cas de MS (n = 13). Le CD30 était positive dans 39 cas au total (39/42 =
92,8%). Dans les cas de MC, 28 cas sur 29 étaient positifs pour CD30. Dans la MS 11 des 13 cas
étaient positifs pour CD30. Les cas témoins ou les mastocytes mis en évidence dans la peau
normale et les mastocytes actives trouvés dans les urticaires, le CD30 était negatif. Les resultats



de cette étude suggérent que le CD30 peut étre considéré comme un marqueur néoplasique de la
mastocytose, quel que soit son tableau clinique (cutané ou systémique), mais il n'est pas

exclusivement associé aux formes agressives de mastocytose, décrites précédemment dans la
littérature.

Mots-clés: Mastocytose - CD30 — immunohistochimie.
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1. INTRODUCAO

1.1) Definigéo

Mastocitose € uma patologia neoplasica envolvendo mastocitos e seus
progenitores originados na medula Ossea, e caracterizada por crescimento anormal e/ou
acimulo de células mastocitarias clonais em um ou mais 6rgéos.*

E uma doenca rara muitas vezes subdiagnosticada na populacdo geral uma vez
que suas formas de apresentacdo clinica ainda sdo pouco conhecidas, também devido ao fato
gue o0s seus critérios diagnosticos foram estabelecidos apenas em 2001. Em um estudo
populacional realizado em uma regido especifica da Holanda em 2011, foi estimada uma
frequéncia de mastocitose sistémica indolente de 13 casos por 100 000 habitantes.?

E uma doenca muito heterogénea. Os sintomas sdo causados pela infiltracdo da
pele pelos mastdcitos neoplasicos, no caso de mastocitose cutdnea, e/ou de &rgdos
extracutaneos, incluindo a medula 6ssea, na mastocitose sistémica, bem como pela liberagéo

inadequada de mediadores bioldgicos pelas células mastocitarias.’

1.2) Origem e desenvolvimento das células mastocitarias.

As células mastocitarias se desenvolvem a partir de progenitores originados na
medula 6ssea (CD34+/CD117+). Os progenitores de mastdcitos sdo liberados da medula
Ossea para a circulacdo sanguinea. Na circulacdo eles seguem um padrdo controlado de
trafego com o auxilio de interacdo entre integrinas e seus receptores. Finalmente, eles
alcancam os tecidos alvo (pulmao, pele, trato gastrointestinal) onde sob influéncia de fatores

de crescimento, eles amadurecem em mastdcitos (Fig 1).*
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Os progenitores dos mastocitos expressam o receptor tirosina-kinase (KIT-CD117).
Normalmente, a interacdo entre este receptor e o seu ligante, o qual é o fator de células tronco
(SCF) induz o desenvolvimento e maturacdo dos mastocitos nos tecitos alvo. O SCF é
produzido por uma variedade de células as quais incluem fibroblastos e células endoteliais.”
Em ultima analise, a interacdo do SCF com o receptor KIT (CD117) é fundamental

para a completa diferenciacdo e maturacdo dos mastocitos naqueles tecidos.

1.3) Fisiologia dos Mastdcitos.*

Os mastocitos sdo células secretérias do sistema imune inato e desempenham um
papel importante na defesa do hospedeiro atraves da producéo e liberacdo de mediadores pro-
infamatorios e citocinas.

Os mastocitos sdo células inatas do sistema imune conhecidas pelo seu papel nas
reacoes alérgicas e anafilaticas. Elas funcionalmente podem ser consideradas como uma “faca
de dois gumes” com um lado bom e um lado ruim. O lado ruim consiste nas respostas imunes

alérgicas através da ativacao do seu receptor FceR1, presente no dominio extracelular, através
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da ligacdo com o complexo IgE-alérgeno. O lado bom é a acdo protetora dos mastocitos
contra algumas ameagas ambientais, tais como venenos de cobra e insetos, onde a enzima
liberada pelos mastdcitos (carboxipeptidase) tem um papel importante na degradacdo destes
Venenos.

Portanto, as duas principais vias na fisiologia dos mastocitos incluem a sinalizacéo
KIT e a FceR1. Enquanto a primeira via estd associada com a sobrevivéncia e a proliferacdo
celular dos mastocitos, a segunda via tem um papel fundamental na producdo e degranulacéo
dos mediadores relacionados com as respostas alérgicas e de defesa do sistema imune.

Com relagdo a primeira via, a ligacdo do SCF aos trés primeiros dominios Ig-like da
regido extracelular do KIT, induz alteragdes estruturais resultando em cascatas de reacOes
quimicas que levam a dimerizacdo e fosforilacdo de regides intracelulares, resultando na
ativacdo de vias de sinalizacdo celular promovendo a proliferacdo e maturacdo dos
mastocitos.

A segunda via consiste na ligagdo do complexo IgE-alérgeno com o receptor FceR1

desencadeando a degranulagéo dos mastécitos (Fig 2).*
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1.4) Diagnostico histopatolégico.

O diagndstico de mastocitose é tradicionalmente baseado na demonstragdo de
actimulo focal de mastdcitos com caracteristicas histolégicas tipicas.® Os infiltrados densos e
focais de mastdcitos contendo pelo menos uma proporcao de células com aspecto fusocelular
podem ser considerado como marca registrada da mastocitose.’

Como o mastdcito pode ser de dificil identificacdo nos cortes de rotina corados
pela Hematoxilina & Eosina (H&E), um discreto aumento pode ser facilmente ignorado a
menos que as coloracdes especiais metacromaticas como o Giemsa ou 0 Azul de Toluidina

sejam realizadas.”

1.5) Diagnostico imunohistoquimico.

A confirmacdo diagnostica com base na morfologia isolada, mesmo com uso de
coloragbes especiais metacromaticas pode ser dificil, exigindo o uso de estudos imuno-
histoquimicos, bioquimicos ou genéticos.” Diferentes imunomarcadores realizados em
tecidos processados tém sido utilizados para a identificacdo de mastocitos em pacientes com
mastocitose.

A triptase é a mais sensivel e tem sido proposta como uma importante ferramenta
para o diagnostico de mastocitose." Em todos os casos de suspeita de mastocitose, um painel
limitado de anticorpos contra pelo menos trés antigenos especificos devem ser aplicados: 1)
Anti-triptase: é altamente especifica e sensivel (com exce¢do de algumas neoplasias triptase+,
mieloblastos e basofilos), e, portanto, permite a triagem tanto para o ndmero de células
mastocitarias dispersas, como a deteccdo imediata de pequenos infiltrados compactos de
células mastocitarias.” Porém, em tecidos extramedulares, como por exemplo a mucosa do
trato gastrintestinal, a presenca de coloracdo de fundo com a utilizacdo da anti-triptase pode
facilmente levar a superestimacdo do numero de células mastocitarias e interpretacGes
errbneas de mastocitose; 2) Anticorpos contra o KIT (CD117) também deve ser realizado para
confirmar a presenca de células mastocitérias nesses casos.> Embora os anticorpos anti-KIT
sejam nado especificos, pois o KIT também é expresso em células-tronco hematopoiéticas,
melanadcitos, células germinativas e células CAJAL, ele tem sido usado por ter sensibilidade
superior permitindo a verificacdo nos casos onde ha triptase+ nas células mastocitarias, pois
ndo apresentam reacdo de fundo significativa;? 3) Anticorpos anti-CD25 que sdo antigenos
especificos expressos em células T ativadas, mas também em certas neoplasias malignas de
células B, como a leucemia tricoleucocitica também devem ser realizados em casos de

suspeita de mastocitose sistémica porque as células mastocitarias neoplasicas coexpressam
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CD25 enquanto que os mastocitos reativos sdo negativos para CD25. Logo o CD25 é um
critério diagnéstico menor para o diagndstico de mastocitose sistémica.’

O valor diagnostico do anticorpo anti-CD2 € limitado devido a uma menor
sensibilidade para a deteccéo de células mastocitarias atipicas e devido a presenca de células

T CD2+ em quase todos os infiltrados teciduais de mastocitose.™

1.6) Diagnostico Molecular

Na mastocitose sistémica, a alteracdo molecular mais frequentemente encontrada
é a mutacdo pontual do gene c-KIT no codon 816 no exon 17, que é caracterizada pela
substituicdo do &cido aspartico pela valina, denominada D816V.*

Esta mutacdo é bastante comum em MS e pode ser encontrada em praticamente
todas as formas de MS.*#%°

Sabe-se que o proto-oncogene c-Kit é expresso em varios tipos de células,
incluindo mastdcitos normais promovendo o crescimento celular, ativacdo/ maturacdo por
uma via dependente da fosforilagdo envolvendo a tirosina quinase.'” Portanto, uma ativacio
constituida por mutacdo neste proto-oncogene causa crescimento anormal de mastocitos em

uma MS.

1.7) Classificacdo das formas de Mastocitose segundo a Organizacdo Mundial da Salde
(oms)*

A classificacdo de mastocitose segundo a OMS, que é amplamente aceita, inclui
trés subvariantes principais:

I. Mastocitose cutanea (MC), uma doenca benigna na qual a infiltragdo de
mastdcitos é confinada a pele. E preferencialmente vista em criancas pequenas, pode estar
presente no nascimento e exibe uma tendéncia acentuada a regredir espontaneamente. Em
adultos, a MC usualmente aparece na terceira e quarta décadas de vida. Logo, a MC é uma
doenca indolente e, por definigdo, sé pode ser diagnosticada quando a MS for excluida por
investigacbes adequadas. Em adultos, uma de biopsia de medula dssea, incluindo analise
imuno-histoquimica e molecular, deve sempre ser realizada para avaliar ou excluir MS. A MC
é classificada em 3 subtipos: i. Urticaria Pigmentosa/mastocitose cutadnea maculopapular
(UP/MCMP), ii. Mastocitose cutanea difusa e iii. Mastocitoma da pele. A subvariante mais
comum de MC apresenta-se como erup¢do macular ou maculopapular disseminada que € a
denominada urticaria pigmentosa. A mastocitose cutanea difusa é muito menos frequente e

geralmente visto apenas em criangas muito jovens. O mastocitoma solitario ou localizado
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também é raro e tem um curso clinico totalmente benigno. A maioria dos tumores de células
mastocitarias da pele mostra um curso benigno ou até mesmo se resolvem espontaneamente
na puberdade.

Il. Mastocitose sistémica (MS), é caracterizada pelo envolvimento de ao menos
um Orgdo extra-cutdneo com ou sem evidéncia de infiltracdo da pele. Ela é geralmente
diagnosticada apo0s a terceira década de vida, com uma predile¢do de sexo masculino sobre o
feminino variando de 1 a 1:1.5. Inclui cinco categorias: i. mastocitose sistémica indolente (a
forma mais comum envolvendo principalmente pele e medula Ossea); ii. Smouldering
systemic mastocytosis ou mastocitose sistémica latente (organomegalia frequentemente
encontrada), iii. Uma subcategoria Unica denominada MS associada a neoplasia hematoldgica,
iv. Mastocitose sistémica agressiva - geralmente agressiva e apresenta-se sem lesdes cutaneas,
e v. Leucemia de células mastocitarias, provavelmente representando a variante mais rara de
leucemias humanas.

I1l. A extremamente rara neoplasia extracutdnea de células mastocitarias,
apresentando-se como sarcoma de células mastocitarias ou denominado como mastocitoma
extracutaneo. Classificacdo sumarizada na tabela 1
OMS — Classificacdo de Mastocitose (Tabela 1).

Variante - Subvariantes Abreviagéo
Mastocitose cutanea MC
- MC Maculopapular/Urticéria Pigmentosa * MCMP/UP
- MC difusa MCD
- Mastocitoma da pele
Mastocitose Sistémica MS
- Mastocitose sistémica indolente MSI
- Mastocitose sistémica latente MSL
- MS associada a neoplasia hematoldgica MS-ANH
- MS Agressiva MSA
- Leucemia de células mastocitarias LCM

Sarcoma de mastoécitos SM
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Os achados para o diagnostico de mastocitose sistémica segundo a OMS séo
baseados em critério maior e critérios menores. O diagnéstico de MS é feito com o critério
maior e um critério menor ou trés ou mais critérios menores. O critério maior caracteriza-se
por infiltrado de mastocitos multifocal e denso (> 15 mastocitos agregados) detectado em um
corte histoldgico de medula 6ssea e/ou 6rgéos extra-cutaneos.

Critérios menores sdo: A) Nas biopsias de medula 6ssea ou outros érgdos extra-
cutaneos, identificam-se * >25% de mastocitos infiltrando e apresentando aspecto fusiforme
ou morfologia atipica ou **>25% de mastocitos imaturos ou atipicos em aspirados de medula
Ossea. B) Deteccdo da mutacdo no codon 816 do KIT em medula 6ssea, sangue ou outros
Orgdos extra-cutaneos. C) Mastdcitos em medula 6ssea, sangue ou outros Orgdos extra-
cutaneos expressando CD25 com ou sem expressao do CD2 além dos marcadores de
mastocitos normais. D) Persisténcia do aumento dos niveis de triptase total excedendo
20ng/ml na auséncia de neoplasia mieldide associada, no qual este parametro ndo é valido. Os
critérios sumarizados na tabela abaixo (tabela 2):

Critérios da OMS para Diagnostico de Mastocitose Sistémica (Tabela 2)
Maior: * Infiltrados compactos multifocais de mastocitos na medula 6ssea ou outros 6rgéos
extra-cutaneos (>15 mastdcitos)
Menor: * a. Os mastocitos na medula 6ssea ou em outro 6rgdo extra-cutaneo apresentando
uma morfologia anormal com aspecto fusiforme (> 25%)
b. mutacéo c-kit D816V em 6rgdo (s) extra-cutaneo (s) **
c. mastocitos na medula 6ssea expressando CD25 com ou sem expressdo do CD2
d. Triptase sérica> 20 ng / ml (porém esse critério deve ser excluido em pacientes

com neoplasia mieldide associada).

* se pelo menos um critério maior e um menor ou trés critérios menores forem preenchidos, o
diagnostico de MS pode ser estabelecido
** outras mutac@es ativadoras no cédon 816 do c-kit também contam como um critério

menor.
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A mastocitose sistémica indolente (MSI) é a variante mais comum de MS,
compreendendo cerca de dois tercos de todos os casos. Geralmente, a MSI envolve tanto a
pele quanto a medula Ossea. A infiltracdo da medula Gssea por vezes pode ser de dificil
deteccdo e em alguns casos sO pode ser diagnosticada com estudo imunoistoquimico,
incluindo o anticorpo anti-CD25 e estudos moleculares (mutacdo D816V). A MSI mostra um
curso clinico prolongado e em quase todos os pacientes com tempo de sobrevida de duas
décadas ou mais.® No entanto, em um pequeno grupo de pacientes, a transformacéo em outras
categorias da doenca, como MS agressiva, ou MS com malignidade hematoldgica associada
podem ocorrer.™®

Na mastocitose sistémica latente (smouldering systemic mastocytosis), a
guantidade de mastdcitos é elevada, a organomegalia é frequentemente encontrada “Achados
B> (critérios/achados no anexo 1) e envolvimento de varias linhagens celulares é tipicamente
presente. Embora a evolucgdo clinica é frequentemente estavel por muitos anos, a progresséo
para mastocitose sistémica agressiva ou leucemia de células mastocitarias pode ocorrer. As
lesbes de pele sdo encontradas na maioria dos pacientes e a mutacdo KIT D816V é quase
sempre presente. Ao contrario da mastocitose sistémica indolente tipica, a mutacdo €
usualmente detectada em varias linhagens mieldides e algumas vezes até em linfocitos, o que
reflete o envolvimento neoplésico em vérias linhagens celulares, a despeito de auséncia de
evidéncia morfolégica de neoplasia hematoldgica associada.’

A mastocitose sistémica agressiva (MSA) é de longe muito menos comum do que
a MSI, compreendendo apenas cerca de 5% de todos os casos de MS. Clinicamente, a MSA
pode se apresentar com hepatoesplenomegalia e/ou linfadenopatia, mas geralmente sem lesfes
cuténeas. A MSA é frequentemente revelada apenas por exame histolégico e ndo suspeitado
pelo clinico.”® A MSA é caracterizada pela infiltragdo progressiva de células mastocitarias em
varios orgaos com comprometimento clinico significativo de sua funcéo, incluindo citopenia
grave, ma absorcdo, fraturas 6sseas e sinais de hepatopatia com perda da funcdo hepatica. Tais
achados sdo denominadas “Achados C™ (critérios/achados no anexo 1). A infiltracdo de
células mastocitarias levando a organomegalia marcada ndo deve ser considerada como um
“Achados C”, a menos que seja acompanhado de sinais de comprometimento da fungéo do
orgdo. Organomegalia significativa também é encontrada em pacientes com curso indolente
ou latente e representam os “Achados B! (critérios/achados no anexo 1). Uma subvariante
rara de MSA com proeminente eosinofilia do sangue e dos tecidos, associado a linfadenopatia
generalizada (clinicamente imitando o linfoma maligno) tem sido descrito como

linfadenopatia mastocitaria com eosinofilia.?
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Cerca de um quarto a um tergo dos pacientes com MS, sdo diagnosticados com
mastocitose associada a neoplasia hematoldgica (MS-ANH) tornando-se assim o segundo
subtipo mais frequente de MS.?! Esta variante é um distdrbio Gnico entre as doencas
hematoldgicas na medida em que combina duas histologias e categoria de doencas
completamente diferentes em uma definida entidade de MS.?

A grande maioria (cerca de 80 a 90%) de "ANHs" sdo disturbios mielbides
incluindo quase todas as entidades de doenca definidas como: sindromes mielodisplasicas,
sindromes mielodisplasicas/mieloproliferativas, sindromes mieloproliferativas, leucemia
mieldide aguda e leucemia miel6ide cronica.”® As mais comuns entre as malignidades
mieldides, sdo os distarbios do grupo das sindromes mielodisplasicas/mieloproliferativas,
geralmente denominados leucemias mielomonocitarias cronicas.**

Malignidades linféides associadas compreendem apenas cerca de 10 a 20% de
todos os "ANHSs", sendo os mielomas plasmablasticos os mais frequentes neste grupo. Casos
raros de leucemia linfocitica aguda e cronica, bem como leucemia tricoleucocitica, também
foram relatados.?*

O quadro clinico e o prognéstico de pacientes com MS-ANH sdo determinados
principalmente pela "ANH". Os infiltrados em MS sé tém sido detectados depois da
quimioterapia bem sucedida. Esta condi¢cdo é provisoriamente denominada "mastocitose
oculta".’

A leucemia de células mastocitarias (LCM) é extremamente rara e caracterizada
pela infiltracdo leucémica de varios 6rgéos por células mastocitarias atipicas.®> A LCM é a
Unica subvariante de mastocitose diagnosticada citologicamente em preparacdes de esfregaco:
0 numero de células mastocitarias em esfregacos de medula 6ssea devem exceder 20% de
todas as células nucleadas.®

Na maioria dos casos com LCM, sdo encontradas células mastocitarias
circulantes. Em LCM tipica, as células mastocitarias compdem mais de 10% das células do
sangue, enquanto que variantes “aleucemicas” de LCM sdo raras. O prognostico de pacientes
com LCM é grave.?® O mais importante diagnéstico diferencial a ser considerado é a leucemia
mielomastocitica.’

As proliferacdes de células mastocitarias localizadas também sdo extremamente
raras e incluem tanto mastocitoma extracutaneo (do pulméo) e o "verdadeiro” sarcoma de
células mastocitarias do qual menos de cinco casos foram publicados.?’”*® Como a atipia
citomorfologica do sarcoma de células mastocitarias geralmente ¢ muito alta (como de um

sarcoma de grau 3), € impossivel obter o diagndstico correto sem estudo imuno-histoquimico
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adequado. Vale ressaltar que os sarcomas de células mastocitarias mais relatados ocorreram
em tecidos ndo comumente envolvido por MS (laringe, c6lon e meninge). Todos 0s casos
mostraram progressdo e generalizacdo com uma fase terminal semelhante a da leucemia de
células mastocitarias.’

As recomendacdes praticas para os procedimentos diagnosticos em pacientes com
suspeita de mastocitose sdo sumarizadas na tabela abaixo (tabela 3).

LesOes cutaneas UP-like 1. Biopsia de pele (com analise do c-kit
D816V) e triptase sérica (monitorizacdo)
* Investigacdo da medula 6ssea em casos
com suspeita de doenca hematoldgica /
MS

em casos pediatricos

LesGes cutaneas UP-like 1. Exames de medula éssea, bidpsia de
pele e dosagem de triptase sérica (> 20 ng

em pacientes adultos A
/ ml na maioria dos casos)

2. No caso de MS — estadiamento
completo: trato gastrointestinal,
osteodensitometria, raio-x dos 0Ssos,
ultrassonografia do abdome, hemograma
completo, bioquimica sanguinea,
parametros de coagulacdo, mutacdes c-Kit

Sintomas relatados, mas sem lesdes 1. Triptase serica, se> 20 ng / mi

cutaneas (UP) ** i
(UP) 2. Exame da medula 6ssea, se MS

3. MS - Estadiamento**

Reacdo alérgica inexplicavel grave / 1. Triptase sérica, se> 20 ng / ml

anafilaxia na apresentacao . . -
2. Repetir a triptase sérica algumas

semanas depois: se entdo, a triptase sérica
é>20ng/ ml

3. Exame da medula 6ssea, se MS

4. MS - Estadiamento**
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* Em lactentes jovens, um nivel sérico de triptase ligeiramente superior a 20 ng / ml ndo é
considerado um indicador seguro para a mastocitose sistémica. Portanto, recomenda-se
aguardar e monitorar o nivel sérico de triptase ao longo do tempo nesses pacientes (mas ndo
realizar uma punc¢do na medula 6ssea), a menos que sejam encontrados outros sinais de uma
doenca hematoldgica sistémica (organomegalia, ostedlise, citopenias graves, outros).

** Especialmente em pacientes com desordens mastocitéarias agressivas, as lesdes cutaneas
estdo ausentes. Portanto, € de fundamental importancia conhecer o subtipo de MS nesses
pacientes 0 mais rapido possivel. Em MS agressiva, o nivel sérico de triptase é geralmente
maior do que em pacientes com mastocitose isolada da medula 6ssea (freqientemente <20
ng/ml).

Subvariantes raras de mastocitose e diagnosticos diferenciais com énfase especial

em sindromes de sobreposicdo mielomastocitica.®

Sindromes de sobreposicido mielomastocitica:®

Por definicdo, as sindromes de sobreposicdo mielomastocitica incluem uma
variedade de malignidades mieldides, algumas ainda mal definidas, com sinais proeminentes
de diferenciacdo em direcdo a linhagem de mastdcitos, mas ndo preenchendo critérios para
mastocitose.

E importante notar que as sindromes de sobreposicdo mielomastocitica ndo podem
ser detectadas, a menos que os marcadores imuno-histoquimicos relacionados ao antigeno
mastocitario sejam aplicados, tais como a triptase, quimase, CD117 (KIT), e o CD25. A
sobreposicao mielomastocitica pode ser detectada através de estudo imuno-histoquimico e/ou
nivel molecular. Recentemente, pode-se mostrar que os mastocitos clonais expressando
mutacdo de ponto de ativacdo tipica D816V para KIT também carregam o ponto de ativacéo
da mutagdo V617F para JAK-2.

Outras doencas que podem ser colocadas sob o titulo de uma sobreposicdo
mielomastocitica incluem: triptase+ em leucemia mieldide aguda, neoplasias miel6ides com
D816V (KIT), neoplasias mieldides com mastécitos CD25+, FIP1L1-PDGFR leucemia
alfat+eosinofilica, MS-ANH e mastocitose "oculta”. Na experiéncia dos autores, todos o0s
casos de malignidades mieloides D816V+ (geralmente leucemia mieldide aguda) provaram
ser mastocitose “oculta” (MS-ANH) guando foram realizadas analises imuno-histoquimicas

apropriadas.’
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Subvariantes raras de mastocitose:®

a. Mastocitose Sistémica Bem Diferenciada (MSBD): é uma subcategoria da MSI.
Infiltrados compactos de mastocitos consistindo exclusivamente de células mastocitarias
hipergranuladas e com aparéncia madura (mastocitos arredondados). Pertencem ao espectro
do chamado infiltrado de células redondas positivas para triptase na medula 6ssea,
denominado TROCI-bm (tryptase-positive round cell infiltrate of the bone marrow).*
Morfologicamente, a MSBD pode ser separado da MS "comum” pela auséncia de expresséo
de CD25 nas células mastocitarias e auséncia de mutacédo tipica no exon 17. O Unico caso
publicado de MSBD relatou uma mutacdo pontual Unica de c-kit dentro do dominio
transmembrana (F522P) que ndo conduziu & resisténcia ao imatinibe.*

b. Sindrome de Ativacdo de Mastdcitos Monoclonais: esta desordem compreende
um grupo de pacientes apresentando clinicamente episodios recorrentes de anafilaxia, sem
lesGes cutaneas e apenas um ou dois critérios diagnosticos menores para MS, mas faltando o
critério maior. Nesta condicdo, células mastocitarias podem apresentar atipia citomorfoldgica,
expressdao aberrante de CD25 ou presenca de mutacdo D816V, mas todas as trés
caracteristicas (que seriam suficientes para o diagnéstico de MS) ndo sdo detectaveis.™

c. Mastocitose Oculta: pode ser uma forma rara dentro do espectro do MS-ANH
que sera detectada apds a erradicacdo da "ANH" por quimioterapia e, em seguida,
retrospectivamente, pode ser encontrada na bidpsia inicial. Isto s6 pode ser observado ap6s
imuno-histoquimica e analise molecular.” Apesar de remisséo hematolégica, infiltrados de MS
persistem ou mesmo progridem, sinalizando que ainda uma parte do processo neoplasico
ainda esté presente.* Por outro lado, foi possivel analisar tecidos que haviam sido removidos
anos antes do diagndstico de MS. Embora ndo houvesse evidéncia morfoldgica de um
infiltrado tecidual por mastdcitos, a anéalise molecular revelou a presenca de uma mutagédo
ativadora de c-kit até 10 anos antes da manifestacéo de MS.°

d. Leucemia Mielomastocitica: representa uma rara neoplasia mieldide geralmente
uma sindrome mielodisplasica do tipo RAEB (anemia refrataria com excesso de blastos) ou
mesmo leucemia mieldide aguda por critérios da OMS exibindo mais de 10% de células
imaturas metacromaticas (frequentemente blastos metacromaticos) em medula 6ssea ou
esfregaco de sangue, mas ndo preenchendo critérios para diagnostico de MS. Provavelmente,
a maioria dos casos de leucemia mielomastocitica sdo citomorfologicamente diagnosticados
como leucemia basofilica aguda sem historia histopatologica e analise imunofenotipica de um

espécime de bidpsia de medula éssea. Histologicamente, hd uma abundéancia de triptase (ou
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raramente, quimase), mas h& ndo ha infiltrados compactos de células mastocitarias,ou
fendtipo aberrante de células mastocitarias com coexpressdo de CD25 e nem mutagdo de
ponto de ativacdo de c-kit.® Na maioria dos casos de leucemia mielomastocitica, é detectado
um aumento significativo de células progenitoras/blastos CD34+.** A leucemia
mielomastocitica € melhor categorizada como um subgrupo dentro das sindromes de
sobreposicdo mielodisplasicas/mieloproliferativas.’

e. Leucemia Mieloide Aguda Triptase+: também é um achado raro e caracterizado
pela forte expressdo da triptase e, menos frequentemente, do KIT (CD117) por mieloblastos
em uma leucemia miel6ide aguda (subtipos FAB M1, M2 ou M4-e0).? Leucemia Mieldide
Aguda tryptase+ ndo possui critério suficiente para o diagnéstico de MS.*® A diferenciacéo
entre a leucemia mieldide aguda e a leucemia mielomastocitica, ambas triptase+, € possivel
pela contagem de células metacromaticas no sangue e/ou esfregacos de medula 6ssea, no qual
a presenca de mais de 10% de células metacromaéticas com sinais de diferenciacdo de células
mastocitérias favorece o diagndstico de leucemia mielomastocitica.*

f. Leucemia Basofilica: € uma subvariante extremamente rara de leucemias
mieldides e ndo pode ser diagnosticada histologicamente em amostras de biopsia por agulha
da medula 6ssea. A leucemia basofilica também pertence ao espectro do TROCI (tipo difuso),
uma vez que pode ser demonstrado que os basofilos neoplasicos expressam quantidades
detectaveis de triptase no estudo imuno-histoquimico.® O diagnéstico definitivo s6 é possivel
guando anticorpos relacionados a basofilos 2D7 e/ou BB1 sdo usados na analise imuno-
histoquimica de um espécime de biépsia de agulha.® Em contraste com os granulos de células
mastocitarias, os granulos metacromaticos de basofilos sdo sollveis em agua e, portanto, ndo
podem ser detectados em tecidos fixados em formol rotineiramente processados. Na maioria
dos casos publicados de leucemia basofilica, a doenca de base foi classificada como leucemia
mieldide cronica Ph+. Recentemente, um caso Unico de leucemia basofilica secundaria em um
paciente com leucemia mieldide crénica Ph+ com MS associada foi diagnosticado
retrospectivamente em uma analise de quase 200 casos de leucemia mieldide crénica usando

anticorpos contra 2D7 e BB1, respectivamente.9

1.8) Terapéutica da Mastocitose:*®
O tratamento da mastocitose tem dois objetivos: conter os sintomas de liberacdo de
mediadores mastocitarios e reduzir a infiltracdo especifica de 6rgdos acometidos em certas

formas clinicas.
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Dado que a cura ndo é ainda possivel na maioria dos casos e que ndo modificam
habitualmente a evolugdo clinica da doenca, ha novas abordagens moleculares para a doenca
como terapia alvo usando inibidores da tirosina kinase para reduzir a morbidade.

1.8.1 Precaucdes gerais®

E aconselhado aos pacientes, para evitar as crises mastocitarias ou o choque
anafilatico, uma atencéo particular com certos alimentos e medicamentos, exercicios fisicos
intensos e variacOes térmicas brutais. A utilizacdo de kit de adrenalina é recomendado para
estes pacientes.

1.8.2 Tratamento sintomatico®

A terapia essencialmente sintomética e adaptada a cada caso.

Os anti-histaminicos anti-H1 associados aos anti-H2 séo tratamentos-chaves, de
primeira intensdo, para blogquear as vias dos receptores mastocitarios.

O cromoglicato de sodio é um estabilizador de membrana de mastdcitos que tem uma
atividade sobre as manifestacdes digestivas e sobre o prurido, assim como os inibidores de
leucotrienos.

A associacdo com a aspirina visa inibir a sintese de prostaglandinas e € por vezes
utilizada quando ha falha dos tratamentos precedentes, notadamente quando ha hipotenséo
recidivante. O risco de desenvolver uma degranulagdo mastocitaria (5%), as vezes mortal,
justifica este tipo de tratamento em ambiente hospitalar e utilizando doses minimas.

A adrenalina em perfusdo (4u/min) e sobretudo pela auto-injecéo (ap6s treinamento do
paciente) é indicada em casos de doenca severa ou em casos de choque anafilactoide.

A corticoterapia tem apenas um efeito temporario. A prednisona é usada em doses
iniciais de 1mg/kg/dia em casos de malabsor¢do ou de ascite. O bolus de metilprednisolona
ndo € mais efetivo que a prednisona. A corticoterapia enteral do tipo Budesonida pode ser
proposta em casos de acometimento digestivo e tem mostrado boa eficacia.

Os bisfosfonatos sdo utilizados por via intravenosa em casos de fraturas osteoporoéticas
recentes e dolorosas. Os alendronatos via oral ou os risedronatos monosédicos com
suplementacdo de céalcio sdo prescritos em casos de osteoporose confirmados por
densitometria (Tscore<2,5DS).

1.8.3 Tratamentos dermatoldgicos®

A PUVAterapia ¢ um tratamento classico das mastocitoses cutaneas, sobretudo na
forma de urticaria pigmentar. O tratamento diminue a extensdo das lesdes da urticaria
pigmentar e do prurido, limitando o sinal de Darier espontaneo, tendo uma durabilidade de 5 a

8 meses. Esse tratamento é temporario, com risco carcinogénico a longo prazo.



28

UVA-1 terapia diminue o numero de lesdes e do numero de mastocitos na derme,
melhorando o prurido. A UVB terapia pode ser eficaz no prurido mas ndo ha observagdes
descritas.

Os dermocorticdides, o laser vascular ou o laser Yag sdo descritos no tratamento da
urticaria pigmentosa, mas ndo ha grandes séries publicadas.

1.8.4 Tratamentos imunomoduladores e citoredutores®
Esses tratamentos tém efeitos secundarios e pode causar mutacdes, devendo serem prescritos
com cautela.

O interferon alpha é frequentemente considerado como a droga de primeira linha nas
mastocitoses sistémicas agressivas com o sem acometomento hematolégico subjacente.
Vaérias publicacdes relataram a sua eficacia pela diminuicdo ndo somente da liberacdo dos
mediadores mastocitarios mas igualmente da infiltracdo especifica. Embora o efeito
antiproliferativo é moderado, as recidivas sdo frequentes nos meses apés a interrupcdo do
tratamento e a tolerdncia é baixa (depressdo e distlrbios neuropsiquicos). Dessa forma o
interferon alpha é proposto a forma de mastocitose latente.

Cladribina, andlogo das bases purinas, habitualmente utilizada na leucemia
tricoleucocitica ou na histiocitose Langheransiana grave trouxe resultados encorajadores na
mastocitos sistémica.

As quimioterapias sdo habitualmente ineficazes na mastocitose e a resposta ao
tratamento depende do prognéstico da doenca hematoldgica subjacente nos casos de
mastocitose associadas a hemopatias.

1.8.5 Inibitores das tirosinas kinases®

Desde a chegada do mesilato de imatinibe (Glivec®) no tratamento da leucemia mieldide
crénica onde ele modificou o prognostico, os inibidores da tirosina kinase foram propostos
para o tratamento das mastocitoses sistémicas. Eles apresentam resultados promissores tanto

em pacientes portadores do KIT selvagem e do KIT mutante.
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1.9) Mastocitose e a expressao da molécula CD30:

Tradicionalmente o CD30 é expresso em Varias patologias malignas hematoldgicas®”

(conforme tabela 4)

TIPO DE TUMOR COMENTARIOS

ALCL (Anaplastic Large As células tumorais sdo positivas para CD30 (marcacdo de
Cell Lymphoma) membrana). Intensa imunomarcagdo observada em grandes células

Em NLPHL (Nodular Lymphocyte Predominant Hodgkin Lymphoma)
as células tumorais sdo negativas para CD30 (positiva em raros
casos). No CHL (Classical Hodgkin Lymphoma) as células tumorais
sdo positivas para CD30.

HD (Hodgkin Disease)

Embora a grande maioria de “anaplastic large B-cell lymphoma”
expressarem  CD30, casos de non-anaplastic podem

DLECL (Diffuse Large B- ocasionalmente marcar para CD30

cell Lymphoma)

CD30 pode ser expresso pelas células tumorais da variante grande
células. Ocasionalmente células CD30 positivas estdo presentes,
embora isso no T-cell lymphoma possa ser considerado como CD30
negativo.

PTCL (Peripheral T-cell
lymphoma)

True histiocytic tumours

(Histiocytic Sarcoma) ) . .
Células tumorais podem ocasionalmente expressar o CD30.

Embryonal Carcinoma As células tumorais mostram reatividade para o CD30.

Follicular Lymphoma A expressio do CD30 pode ser encontrada em alguns
centroblastos/centrécitos do linfoma folicular.

O CD30 pertence a uma super familia de receptores NGF/TNF envolvidos na
sinalizacdo celular, em particular células linfoides ativadas. O CD30 foi relatado

repetidamente como negativo na doenca mastocitéria, com excecdo de um Gnico relato.*®

2.0) Amolécula CD30

O receptor CD30 e o seu ligante CD30L (CD153) sdo membros da superfamilia
do fator de necrose tumoral (TNF) e exibem expressao reduzida em subpopulagdes de células
T e células B ativadas em condicGes ndo patoldgicas, entretanto a expressdo do CD30 é
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aumentada em véarias malignidades hematoldgicas incluindo no linfoma de Hodgkin.** A
molécula CD30 é um receptor protéico com dominios extracelular, transmembrana e
intracelular, tendo peso estimado em 105-120kDa, e codificados por 8 genes (TNFRSF-8)
estes estdo localizados no braco curto do cromossomo 1 (1p36).*>** A porcdo intracelular da
molécula contém vérios sitios de fosforilagdo os quais regulam a sinalizagdo ap6s a ligacdo
com este receptor. O CD30 é composto por 577 amino&cidos incluindo 365 aminoéacidos na
regido extracelular, 24 aminoacidos no segmento transmembrana e 188 aminoacidos no
dominio citoplasmético.** Estruturalmente, o0 CD30 humano é composto por seis repeticdes
ricas de cisteina no dominio extracelular, o que é caracteristico desta familia, interposto por
repeticBes parciais de 60 aminoacidos.*? Uma forma com peso de 85kDa do CD30, o qual é
um produto da sua clivagem denominado sCD30 pode ser encontrado no plasma de pacientes
com linfomas ou doengas autoimunes.*

O ligante CD30 (CD30L) é uma proteina transmembrana Unica, composto de 234
amino&cidos do tipo Il, com um peso estimado em 26kDa e pertence a superfamilia do TNF
sendo o Unico ligante conhecido para o0 CD30, o seu gene foi mapeado no braco longo do
cromossomo 9 (9933).“° O RNA que transcreve para o CD30L é detectado em células B,
células T ativadas, macréfagos, granuldcitos, eosinofilos e em algumas linhagens de células T
positivas para 0 HTLV-1.**® Em nivel protéico, o ligante CD30 é expressado em células T

ativadas no sangue periférico, células B, neutréfilos, mondcitos e macréfagos.

2.1) Afisiologia do CD30

A ativacdo do CD30 em resposta a estimulacao pelo seu respectivo ligante CD30L
ou ligagdo cruzada por outros anticorpos induz a trimerizagdo e recrutamento de proteinas
sinalizadoras. Devido & auséncia de dominio enzimético intrinseco dentro da cauda
citoplasmatica do CD30, a transducdo do sinal é exclusivamente mediada por membros da
familia do fator associado ao receptor de necrose tumoral (TRAF) e vérias proteinas ligadas
ao TRAF. Os niveis intracelulares do TRAF2 sdo alterados pela ligacdo do CD30 com o seu
ligante.>**

A sinalizagdo mediada pelo CD30 envolve multiplas vias incluindo as quinases

MAP e a via NF-kB (Nuclear Factor kappa B).*%*®

NF-kB é uma familia de fatores de transcri¢cdo que regula um grande nimero de
genes 0s quais estdo envolvidos em importantes processos fisioldgicos, incluindo sobrevida
celular, inflamacdo e respostas imunes. Mais recentemente a expresséo da via NF-kB tem sido

associada com varios tipos de cancer e ainda microorganismos e bactérias contribuem na
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ativacdo desta via em tumores, confirmando o papel multifatorial deste fator de transcri¢cdo
como um “drive” do cancer.> Cinco genes codificam a familia dos fatores de transcrico:
NKKB1, NFKB2, RELA, RELB e REL; os produtos protéicos os quais sdo p50, p52, p65
(RelA), RelB e c-Rel, respectivamente. NFKB1 e NFKB2 sdo expressados como precursores
pl05 e pl00, os quais sdo clivados em fatores de transcricdo funcional p50 e p52,
respectivamente.>® Os membros da NF-kB sdo expressos de maneira ubiqua, mas suas
funcionalidades podem depender de um especifico estimulo celular.®® A ativacio da via NF-
kB pode ser iniciada por um grande nimero de estimulo extracelulares, mas eles tém uma
cascata de transducéo de sinal similar, a qual resulta basicamente na transferéncia de fosfato.
Esta sinalizacdo compreende as vias canonica (classica) e ndo candnica (alternativa).>* Na via
candnica, os dimeros NF-kB sdo regulados por moléculas inibitérias da familia do IkB, as
quais previnem a sua translocacdo para o nucleo. Para liberar o complexo NF-Kb, as vias de
sinalizacdo sdo ativadas por receptores de citocinas pré-inflamatdrios, como o receptor de
fator de necrose tumoral (TNRF), receptor IL-1 (IL-1R) e os membros da familia receptor
toll-like (TLR) os quais sdo (TRL3, TRL4, TLR7); receptores antigenos como o receptor de
células T (TCR), receptor de células B (BCR) e membros da familia dos receptores de fatores
de crescimento (EGFR). Estes receptores ativam o complexo kinase IkB (IKK alfa, IKK beta,
IKK gama), os quais degradam a molécula inibidora do complexo NF-kB (a IkB), e
subsequentemente os dimeros p65/p50 e c-Rel/p50 sdo entdo translocados para o nucleo e
ativam a expressdo do gene alvo.>” Uma caracteristica importante dos linfomas e leucemias é
a expressao constitucional do complexo NF-kB. Este complexo é altamente expressado nas
células da leucemia miel6ide aguda primaria bem como nas células tronco leucémicas, mas
ndo é expressado nas células hematopoiéticas normais.”® A expressao constitucional do NF-kB
inibe a apoptose das linhagens das células Reed-Sternberg no linfoma de Hodgkin,
estimulando entdo a proliferacdo celular. Estas células mostram expressdo constitucional das
subunidades p65 e p50.>

A ativacdo do CD30 estimula a expressdao da superfamilia NF-kB, o que
influencia entdo a proliferacdo celular inibindo a apoptose. De um modo paradoxal,
dependendo dos tipos celulares e de sinais co-estimulatorios envolvidos, 0s eventos na
transducdo do sinal mediado pelo CD30 sdo capazes de promover proliferacdo celular,
sobrevida celular ou podem ter efeito anti-proliferativo e mesmo provocar a morte celular. Por
exemplo, a inducdo da sinalizagdo do CD30 nas células do linfoma anaplasico de grandes

células por um anticorpo anti-CD30 leva & apoptose celular devido a redugdo seletiva do
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TRAF2 e de sua impossibilidade de ativar a via NF—kB;* entretanto o mesmo anticorpo anti-

CD30 pode induzir a proliferacdo na doenca de Hodgkin e em outras linhagens celulares.®*

2.2) CD30 e mastocitose

Em condigdes fisioldgicas, a expressaio do CD30 é restrita a uma pequena
populacdo de células, mas pode ser induzida em uma variedade de células incluindo
leucécitos e linfécitos.®

Durante o periodo neonatal, a expresséo transitoria do CD30 é frequente em uma
grande variedade de tecidos embrionérios.®® Os mastécitos néo expressam o CD30 em
condicdes fisioldgicas.”

Conforme discutido nos paragrafos anteriores, apenas poucos marcadores
caracteristicos os quais incluem o KIT, CD25, CD2 sdo expressos pelos mastocitos
neopléasicos e entdo podem ser utilizados como critério diagnostico. Como estes marcadores
diagndsticos sdo identificados em mastécitos neoplasicos em todos os subtipos sistémicos de
mastocitose, eles ndo podem ser utilizados como discriminadores entre os diversos tipos de
mastocitose sistémica, as quais tém evolucdes e progndsticos distintos.

Em 2011, Sotlar e colaboradores descreveram uma série de casos de um estudo
imunohistoquimico nos quais o CD30 estava presente na maioria dos pacientes com
mastocitose sistémica de alto grau enquanto os mastdcitos neopldsicos na maioria dos
pacientes com mastocitose sistémica indolente eram CD30 negativo.** Estes autores
discutiram que o achado foi inesperado visto que o CD30 é uma molécula expressada em um
namero limitado de malignidades. Adicionalmente, neste mesmo trabalho, o CD30 néo foi
detectado na medula 6ssea normal ou reativa nem em outras neoplasias hematopoiéticas de
linhagem ndo mastocitéria.

A demonstracdo imuno-histoquimica da expressdo do CD30 predominantemente
nas variantes agressivas da mastocitose poderia ter consequéncias importantes. O CD30
poderia entdo ser considerado como um potencial marcador de agressividade da mastocitose
sistémica e entdo ser utilizado para o rastreamento de doenca avancada, ou até ser uma
ferramenta para estimar o risco de progressdo da mastocitose sistémica. Entretanto aqueles
mesmos autores (Sotlar e colaboradores®®), destacaram que o CD30 foi encontrado em alguns
pacientes nos quais 0 curso clinico da mastocitose sistémica foi estavel e de maneira
contraditéria, em alguns pacientes cujo CD30 era negativo nos mastécitos neoplasicos houve

uma progressao pejorativa e rapida.
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Estes achados relacionando a presenca do CD30 com os subtipos agressivos de
mastocitose sistémica, poderiam entdo embasar a utilizacdo de terapias com drogas anti-
CD30, as quais tém sido utilizadas no tratamento de linfomas Hodgkin e linfoma anaplasico
de grandes células.®®

Efetivamente, a utilizacdo de Brentuximab Vedotin o qual ¢ um conjugado
anticorpo-droga direcionado & molécula CD30 tem sido relatada em inibir a proliferagdo de
mastocitos neoplasicos e induzir a sua apoptose naqueles pacientes cujas células eram CD30
positivas.®® Em outro relato, o conjugado Brentuximab-Vedotin foi associado & reducdo da
carga de mastdcitos neoplésicos e resposta duradoura durante mais de 3 anos, em 3 pacientes
com mastocitose sistémica agressiva ou indolente.®” Em contraposicdo aos achados de Sotlar e
colaboradores, em um estudo realizado por Morgado e colaboradores,®® as formas agressivas
de mastocitose ndo mostraram niveis mais elevados de CD30 em comparacdo as formas
indolentes. Estes autores argumentaram que essa diferenca utilizando a citometria de fluxo, a
qual é mais sensivel em comparagdo a imuno-histoquimica.

A paucidade de estudos sobre a presenca do marcador imuno-histoquimico CD30
em mastdcitos neoplasicos bem como uma certa discrepancia entre os achados na literatura
com relagdo a prevaléncia do CD30 nas formas agressivas e formas ndo agressivas da
mastocitose nos levou a realizar esta pesquisa retrospectiva da molécula CD30, utilizando

imuno-histoquimica, em mastdcitos neoplésicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressdo do marcador imuno-histoquimico, molécula CD30/Kil em
mastocitoses cutanea e sistémica assim como em urticarias banais e pele com infiltrado de

células mastocitarias.

2.1. Objetivos Especificos

Descrever o perfil imunofenotipico do marcador CD30 em mastocitoses cutanea e
sistémica.

Descrever o perfil imunofenotipico do marcador CD30 em urticérias e peles com
infiltrado de células mastocitérias.

Distinguir as mastocitoses tumorais e infiltrados de células mastocitarias (ndo

tumorais) com a imunomarcacao da molécula CD30/Kil.
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3. METODOLOGIA

Para o estudo em questdo, foram elencados todos os casos de mastocitoses
cutanea e sistémica. Estes casos foram pareados e grupos controles foram utilizados com
peles normais e urticérias. O estudo tem base retrospectiva, para tanto foram avaliados todos
0s casos de mastocitoses cutinea e sisttmica de 2000 a 2006 do Centro Hospitalar
Universitario de Toulouse — Franga. Os casos foram pareados e grupos comparativos foram

utilizados, como peles normais e urticarias.

3.1. Selecéo dos Sujeitos
Foram incluidos os casos:

» Com diagnostico de mastocitose cutanea e sistémica;

Peles com diagndstico de urticaria e peles normais (retiradas de procedimentos
estéticos);

Que apresentem todos os dados e materiais bioldgicos para a pesquisa;

Todos os casos que estavam de acordo com o rigido controle do Comité de
Etica em Pesquisa do pais (Franca), procedimentos éticos padrdo (Declaragdo de Helsinque).
Critérios de excluséo
Foram excluidos os casos com algum dos critérios abaixo:
» Auséncia de material bioldgico, para as pesquisas moleculares;
 Blocos de parafina ndo disponiveis no arquivo;

« Auséncia de informacdes clinicas.

3.2. Coleta de dados clinicos: dados clinicos relevantes como idade, estadiamento,
terapéutica utilizada, presenca de remissdo completa ou ndo, presenca de recidivas e
ocorréncia de 6bito foram colhidos dos prontuérios dos pacientes, preenchidos por ocasido do
atendimento pela equipe da Dermatologia do Centro Hospitalar Universitario de Toulouse —

Franca.

3.3. Avaliacdo morfoldégica e classificacdo da mastocitose: em cortes de parafina,
evidenciam-se 0s mastdcitos com as coloragdes de Giemsa ou 0 Azul de Toluidina, utilizando
a técnica de citoquimica: reacdo de cloracetato esterase (CAE). Os marcadores imuno-
histoquimicos tém uma maior importancia no diagndstico. A avaliagdo histoldgica foi

realizada por dois patologistas especialistas em Dermatopatologia e Hematopatologia do
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Centro Hospitalar Universitario de Toulouse — Franca e Faculdade de Ciéncias Médicas —
Unicamp
Classificagdo da mastocitose:
a. Mastocitose cutanea
a.1 urticaria pigmentosa/mastocitose cutanea maculopapular
a.2 mastocitose cutanea difusa
a.3 mastocitoma da pele
b. Mastocitose sistémica
b.1 mastocitose sistémica indolente
b.2 mastocitose sistémica latente
b.3 mastocitose sistémica associada a neoplasia hematoldgica
b.4 mastocitose sistémica agressiva
b.5 leucemia de células mastocitarias
c. Sarcoma de mastocitos

3.4. Realizacdo das reacGes de imunoistoquimica: para essa etapa, as amostras tiveram
tempo de fixacdo controlado em formalina tamponada a 10%. As reacdes de
imunohistoquimica para CD20, CD79a, CD3, CD4, CD43, CD30, ALK1 (anaplastic
lymphoma kinase), Ki61 (MIB-1), EMA (epitelial membrane antigen), CD1a, CD68 (KP-1 &
PG-M1), CD117 (c-kit), Lisosima, LAT (linker for activation of T cells), IgA, 1gG, IgM,
Kappa, Lambda, CD138, CD56, CD2, CD5, CD8, S-100, Melanosome, TdT, LSP1, CD45,
vimentina, CD34 e CD25 foram realizadas em cortes inteiros de tecido parafinado no Centro
Hospitalar Universitario de Toulouse — Franca. Foram utilizados os anticorpos listados na
tabela 5 para a realizacdo da técnica feita nos cortes dos blocos de parafina (seccdes de 3 um
de espessura) dispostos em laminas silanizadas acondicionadas em méaquinas Ventana ES ou

Benchmark XT immunostainer (Ventana, Tucson, AZ).



Tabela 5: Anticorpos utilizados na reacao de imuno-histoquimica

ANTIGENO FABRICANTE CLONE DILUICAO ESPECIFICIDADE
CD20 Dako L26 1:50 linfécitos B
CD79a Oxford JCB117 1:10 linfécitos B

IgA Dako A092 Poly 1:2000 células B
IgG Dako A424 Poly 1:2000 células B
IgM Dako A426 Poly 1:2000 células B
Kappa Dako A192 Poly 1:8000 linfécitos B
Lambda Dako A194 Poly 1:8000 linfécitos B
CD3 Dako A452 Poly 1:100 linfécitos Pan T
CD138 Dako MI15 1:100 plasmacitos
CD56 Novocastra 1B6 1:100 células NK
CD2 Novocastra AB75 1:50 linfocitos T / células NK
CD4 Novocastra 1F6 1:50 células T-helper,
mondcitos
CD5 Novocastra 4C7 1:50 linfécitos T
CD8 Oxford C8/144 1:10 linfécitos T supressores
CD30 Dako BerH2 1:50 células T and B ativadas,
ALCL*
ALK1** Oxford 3NPA134 1:2 ALCL*

Ki-67 (MIB1) Dako MIB-1 1:50 proteina nuclear
EMA*** Dako E29 1:50 células epiteliais
S-100 Dako 7311 1:500 melandcitos

Melanosome Dako HMB-45 1:50 melandcitos
CD43 Biotest MT1 1:50 linfécitos T
CD1la Immunotech 010 1:1 células dendriticas
CD68 (KP-1) Dako KP1 1:100 histidcitos/ macrofagos
CD68 (PG-M1) Dako PGM1 1:100 histiécitos/ macrdfagos
CD117 Dako A4502 1:100 Mastdcitos de tecidos
(ckit) epiteliais e

hematopoiéticos
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Lysosyma Dako A099 1:100 histiocitos/macréfagos
TdT+ Dako A3524 Poly 1:25 precursores de células
linféides
LSP1tt Oxford LSP1 1:10 linfociotos, neutrdéfilos e
macrofagos
CD45 Dako 2B11+PD7/ 1:25 linfécitosBe T
26
Vimentina Dako V9 1:100 Células de origem
mesenquimal
LATt+tt Dako LAT-1 1:10 células NK, células T,
megacaridcitos e
mastdcitos
CD34 Coulter QBEND10 1:100 células mieldides
CD25 Dako ACT-1 1:25 mondcitos/macréfagos

ALCL*, anaplastic large cell lymphoma; ALK1**, anaplastic lymphoma kinase; EMA***,

epithelial membrane antigen; TdTT, terminal deoxynucleotidyl transferase; LSP1 §+,
lymphocyte-specific protein 1; LAT+7+, linker for activation of T cells.

3.5. Avaliacdo dos

marcadores

imuno-histoquimicos:

imunofendtipico foi realizada com a leitura em microscopico 6ptico.

a avaliacdo dos
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dados
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Abbreviations: ASM = aggressive systemic mastocytosis, CM = cutaneous mastocytosis,
MCs = mast cells, MCL = mast cell leukemia, MCS = mast cell sarcoma, SM = systemic

mastocytosis, urticaria pigmentosa (UP)/maculopapular cutaneous mastocytosis (MPCM)
WHO = World Health Organization.
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Abstract

Mastocytosis is a rare disease characterized by clonal neoplastic proliferation of mast
cells (MCs). It ranges from skin lesions as cutaneous mastocytosis (CM) which may
spontaneously regress to highly aggressive neoplasms with multiorgan involvement
corresponding to some aggressive systemic mastocytosis (ASM), mast cell leukemia (MCL)

and/or mast cell sarcoma (MCS).

There is increasing evidence of CD30 expression in neoplastic MCs of the bone
marrow. This expression has been described almost exclusively in aggressive forms of

systemic mastocytosis (SM).

The aim of the present study is to evaluate CD30 expression both in cutaneous and
systemic forms of mastocytosis. Forty-two mastocytosis cases were reviewed, including
cutaneous (n=29) and systemic (n=13) forms to assess the prevalence of CD30 expression.
Thirty-nine out of 42 (92.8%) cases were CD30 positive. In cases of CM, 28/29 (96.5%) cases
were CD30 positive, 11/13 cases of SM (84.6%) were positive for CD30. MCs in normal skin
biopsies and in urticaria lesions were CD30-negative. This study found that CD30 is also
frequently expressed in CM as well as in systemic forms. This finding is a major departure
from the prevailing concept that CD30 expression is often related to aggressive systemic

forms of mastocytosis.

Keywords: Mastocytosis, CD30, cutaneous mastocytosis, immunohistochemistry.
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1. Introduction

Mastocytosis is a rare disease with an estimated frequency of 1:1000-8000.!
Mastocytosis is defined as a clonal accumulation/proliferation of mast cells (MCs) that
infiltrate one or more organs. The etiology of the disease remains unknown and its
manifestations are heterogeneous, ranging from isolated skin lesions that may spontaneously
regress as cutaneous mastocytosis (CM) to highly aggressive neoplasm associated with multi-
visceral involvement and sometimes with short survival times found in aggressive systemic
mastocytosis (ASM), mast cell leukemia (MCL) and mast cell sarcoma (MCS).?

The diagnosis of mastocytosis is based on the histopathologic demonstration of
clusters of neoplastic MCs in the involved organ. After the histologic diagnosis, the different
variants of mastocytosis can be recognized by applying the World Health Organisation

(WHO) 2017 criteria for therapeutic and prognostic purposes.=!

The major criterion for SM is the presence of multifocal dense aggregates of >15 MCs
detected in sections of bone marrow and/or other extracutaneous organs. The minor criteria
are: a) Atypical morphology or spindle shapes in >25 percent of the MCs in bone marrow
sections, bone marrow aspirate, or other extracutaneous tissues; b) Mutational analysis of Kit
showing a 816 mutation codon (eg. Asp816Val) in bone marrow, blood, or extracutaneous
organs; c) bone marrow or other extracutaneous MCs expressing the surface markers CD2,
CD25, or both; d) Baseline serum tryptase levels >20 ng/mL. The final diagnosis of SM will
be rendered if the major criterion plus one of the minor criteria or three minor criteria are
fulfilled.”

Immunomarkers are useful tools for the diagnosis of mastocytosis because sometimes

it may be difficult to discriminate between true mastocytosis and MCs hyperplasia.L*!

MCs express CD117 and tryptase antigens!” and may exhibit CD63 and CD69
activation-associated antigens.l®! Others markers related to complement-related cells surface
antigens are expressed in a high proportion of SM cases, e.g. CD11b/CR3, CD11c/CR4,
CD35/CR1, CD55/DAF, CD59/MIRL and CD88/C5aR."!

CD30 is a transmembrane glycoprotein belonging to the tumor necrosis factor
superfamily. CD30 is expressed in activated or proliferating B and T cells, but it is absent
from or very weak in normal tissues. Expression of CD30 has been demonstrated in non-
lymphoid and lymphoid neoplasms, like Hodgkin lymphoma.® A recent work has
demonstrated that CD30 is frequently expressed in the aggressive form of mastocytosis
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raising the hypothesis of a specific association.!”*?! However, the study by Morgado et al.™
using flow cytometry analysis, showed that CD30 expression in bone marrow MCs was

detected in both aggressive and indolent disease.

Due to the clinical impact of the differential diagnosis between indolent (as CM) and
aggressive forms of mastocytosis, this retrospective study proposes to evaluate the presence of

CD30 immunomarker in a series of MCs lesions.

2. Materials and Methods
2.1. Inclusion criteria
We retrieved, from medical files of the Pathology Department of CHU Purpan
(Toulouse, France), clinical and pathological data from 42 mastocytosis cases treated from
2000 to 2006.

The histopathological slides were reviewed by two senior pathologists that are
specialized in skin diseases. CD30 and CD117 immunohistochemical analysis was
additionally performed in all cases. The histopathological analysis and the CD30
immunostaining were also done in a control group comprising of 5 normal skin samples from

various parts of the body (retrieved from plastic surgery procedures) and 16 cases of urticaria.

2.2. Histopathological analysis
The skin biopsies from mastocytosis were fixed in formalin solution (three cases) and
the remaining 39 cases were fixed in Bouin’s solution. After paraffin embedding, 4 pm thick
tissue sections were stained with hematoxylin and eosin, Giemsa and toluidine blue. The
urticaria skin control lesions were fixed in Bouin’s solution (9 cases) and 7 cases were fixed
with formalin solution. The 5 cases of normal skin control were fixed with Bouin’s solution (3

cases), and formalin solution in 2 cases.

2.3. Immunohistochemistry
For immunohistochemistry, 3-um-thick sections were tested using a Ventana
BenchMark XT immunostainer (Ventana, Tucson, AZ). Immunohistochemistry using avidin-
biotin complex was performed using the panel of the following antibodies: CD30 (BerH2,
1:50; Dako), CD117 (c-Kit) (A4502, 1:100; Dako) and in 25 patients CD2 immunostaining
(AB75, 1:50; Novocastra) was performed. In one patient with atypical presentation, a larger

panel of immunomarkers was performed (not shown).
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The intensity of CD30 and CD117 immunostaining was graded as: negative (0), weak
(+), intermediate (++) and strong (+++). The percentage of CD30 positive cells examined was
defined as negative, low (<10%), intermediate (10-50%) and high (>50%).

2.4. Molecular analysis for the detection of c-Kit mutation
In one case of systemic mastocytosis, due to its atypical immunohistochemical
presentation (positive CD30), a molecular analysis for the detection of c-Kit mutation was

carried out.

Total RNA was extracted from frozen skin biopsies using the RNeasy mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France). Complementary DNA was synthesized by using random
hexamers as a primer from 200ng of total RNA. ProStar First-Strand RT-PCR kit (Stratagene,
La Jolla, CA) was used, consuming a total volume of 25 pl as recommended by the
manufacturer. Then, 2.5ul of cDNA was introduced in each PCR reaction. The c-Kit gene was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) using HotStarTag™ DNA polymerase
(Qiagen, Courtaboeuf, France). A total of 40 cycles were performed using the Gene Amp PCR
System 2700 or 9700 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) at 94°C for 30 seconds,
57°C for 30 seconds and 72°C for 45 seconds. The sequences of c-Kit coding were amplified
from complementary DNA with the PCR by using primer pairs indicated in Table 1. Direct
amplimer sequencing was carried out after the purification of the PCR products with the
Minelute PCR purification kit (Qiagen). They were directly sequenced with BigD dye®
terminator V 1.1 (Applied Biosystems) and an ABI PRISM 3100® sequencer (Applied
Biosystems) and analyzed with the Seqscape software (Applied Biosystems). D816V
mutation (exon 17) was also tested by restriction digest analysis with BsmAl and Plel
restriction enzymes that detect wild types or mutated forms respectively. Fluorescent primers
(U2F & L1F, see Table 1 and Table 2) were used for PCR reactions and size of restriction
digest fragments were directly determined on a 16 capillary sequencer (ABI Prism 3100
sequencer) with the GeneMapper software (Applied Biosystems). Primer positions are
indicated by the c-Kit sequence published through the NCBI accession number X06182.

3. Results
3.1. Clinical patients
Data from 42 cases of mastocytosis were retrieved from the files. Twenty-nine cases

corresponded to CM and thirteen cases to SM according to the WHO 2017 criteria.”
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Concerning CM, the patients’ ages varied between 2 and 13 years-old in 11 cases and in 18
cases there was a wide range between 25 and 78 years-old. In cases of SM, the ages varied

between 31 and 85 years-old.

Until today, the available clinical data of 28 patients with CM did not disclose
evolution any case of CM that proceed to SM. In one case of CM, there was no available data.

3.2. CD117 immunostaining in neoplastic and reactive MCs
In CM and SM, the neoplastic MCs were strongly positive for CD117 in 100% of
MCs. There was no difference in intensity of staining between CM and SM. Neoplastic cells
were distributed diffusely in the dermis. In normal and urticaria skin biopsies, all reactive
MCs were CD117 positive but with a weak staining. These cells were rare and scattered
compared to neoplastic MCs counterpart and were almost always located surrounding blood

vessels.

3.3. CD30 immunostaining in neoplastic and reactive MCs

Out of the 42 cases of mastocytosis, 39 cases (92.8 %) were positive for CD30. In two
cases CD30 was not readable (SM). In one case CD30 was negative (CM). All tested cases of
SM (n=11/13) were positive for CD30 with a CD30 staining ranged from 10% to 50% of MCs
in 7 cases and with a CD30 staining in more than 50% of MCs in 3 cases. Except for one case,
all CM cases (n=28/29) were CD30 positive (96.5%). In 16 CM, CD30 staining was positive
in 10% to 50% MCs and in 11 cases CD30 was positive in more than 50% of MCs. In only
one case of CM, CD30 was positive in less than 10% of MCs.

Regarding the intensity of CD30 immunostaining in CM forms 16 cases were graded

as weak, 8 cases were intermediate, and 4 cases were strongly positive (Fig. 1).

From 28 cases of positive CD30 in CM, 22 cases presented clinically as urticaria
pigmentosa (UP)/maculopapular cutaneous mastocytosis (MPCM), 2 cases as diffuse
cutaneous mastocytosis and 2 cases as solitary mastocytoma of skin. In two remaining cases,
there was no clinical information about the CM subtype. CD30 staining was present: a) in
more than 50% of MCs in 7 cases of UP/MPCM, in one case of diffuse cutaneous
mastocytosis and 2 cases of solitary mastocytoma of skin; b) CD30 staining between 10% and
50% of MCs in 14 cases of UP/MPCM and one case of diffuse cutaneous mastocytosis; c)
CD30 staining in less than 10% of MCs was found in one only case of UP/MPCM. The
CD30 immunostaining intensity was graded as: a) weak in 14 cases of UP/MPCM and in one

case of solitary mastocytoma, b) moderate in 6 cases of UP/MPCM, in one case of diffuse
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cutaneous mastocytosis and mastocytoma each, c) strong in 2 cases of UP/MPCM and in one
case of diffuse cutaneous mastocytosis.

The intensity of CD30 immunostaining in the SM cases was weak in 9 cases,

intermediate in 1 case and strong in the latter case (Fig. 2).

By contrast, the reactive MCs of normal skin biopsies (n=5) did not express CD30.

Likewise, CD30 was also negative in reactive MCs of urticaria skin lesions (n=16) (Fig. 3).
CD30 positivity was found in both fixative groups (Bouin and Formalin).

Demographic data, mastocytosis subtypes and immunohistochemical results of all 42
patients are shown in table 3.
3.4. Molecular analysis for the detection of c-Kit mutation
Due to a very atypical morphological presentation in one case of SM, the presence of
the D816V mutation was searched and established. That unexpected case led to the
retrospective research of CD30 immunostaining in all the other cases.

4. Discussion
Mastocytosis is a rare disease™™ with a highly heterogeneous behavior that varies in
which skin lesions could spontaneously regress or become an aggressive neoplasms with
pejorative prognosis.>*'?) Due to this extremely variable behavior of mastocytosis, an
important question is to identify patients with favorable outcome from those with pejorative
prognosis despite of the standard therapies. The immunohistochemical studies might play a
role in the diagnosis process of atypical cases and could help to identify mastocytosis patients

with pejorative outcome.

Different suitable immunohistochemical markers in histopathology routine have been
proposed for the identification of neoplastic MCs. Examples include tryptase and other MCs-
related antigens such as chymase, CD117, CD68, CD2 and CD25. In addition to these
markers, CD30 could also be useful especially in atypical mastocytosis cases as illustrated in
our series. The CD30 expression in occasional MCs, as previously reported,™**! led us to do

a retrospective search for CD30 expression in mastocytosis.

CD30 is considered a member of the tumor necrosis factor receptor superfamily and
found in neoplastic cells as embryonal carcinoma, Hodgkin lymphoma, anaplastic large cell

lymphoma, and in some cases of extramedullary myeloid sarcoma.[”
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Sotlar and Valent!"**! were able to demonstrate CD30 immunostaining in patients
having ASM and MCL and they postulated that CD30 could be a marker of worse prognosis.
They also demonstrated low or even absent CD30 expression in patients with indolent

mastocytosis.

The detection of CD30 in neoplastic MCs in indolent forms of mastocytosis have been
rarely described.™ Although there is no reliable biomarker that correlates with the prognosis,
a possible relationship between CD30 expression and a worse outcome has been described
almost exclusively in aggressive forms of SM.I"! To investigate the prognosis value of CD30
in mastocytosis, we tested CD30 immunostaining in a retrospective series of CM and SM

patients.

Our results showed that CD30 expression was present in the majority of mastocytosis
cases independently of their systemic and cutaneous presentation. However, CM cases
showed a higher percentage of CD30 positive cells than SM. In addition, MCs in CM showed
a higher intensity of CD30 staining with a stronger expression of this marker in the 14.2% of
CM cases as compared to those found in SM. This finding deviates from those reported
previously, in which prevailed negative or infrequent CD30 immunostaining in cases of
CM.[7'16'17]

The significance of tumoral CD30 expression is yet a matter of debate. CD30
expression can be associated with a malignant phenotype, or reflect the recruitment of an
inflammatory milieu that enhances tumor growth and survival.*® One could argue that CD30
positivity in CM might be the result of MCs activation or allergy and not be related to CM
oncogenesis. In order to answer to that question, we tested both normal skins and urticaria
lesions, which were CD30 negative nonetheless.

One could speculate that CD30 may be involved in a specific signalling pathway in
neoplastic MCs and could be a potential therapeutic target in mastocytosis. Indeed, phase |
and 11 trialsi*® demonstrated that the monoclonal antibody brentuximab vedotin yielded
meaningful control of Hodgkin Lymphoma, peripheral T-cell Lymphoma, cutaneous T-cell
Lymphoma, and even in cases of SM.'Y These findings illustrate that CD30 is a potential
target for the treatment of mastocytosis.
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5. Conclusion
In this study, CD30 was found to be frequently positive in mastocytosis regardless of
its clinical presentation. However, we found a higher percentage of positive MCs and stronger
staining intensity in CM subtypes. These findings suggest that CD30 is a marker of neoplastic
MCs and not exclusively present in aggressive forms of the disease as previously reported.
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Name of the ex17 primers

Nucleotide Sequence

localization (bp)

2295s & 2295sF GGATGACGAGTTGGCCCTAGA 2295 to 2315
2661r & 2661rF GTAGAAACTTAGATCGACCGGCA 2639 to 2661
2647r (sequencing) CGACCGGCATTCCAGGATAG 2628 to 2647

Table 1: Primer positions are indicated by the c-Kit sequence published through the NCBI

accession number X06182.

Nested ex17 primers

and sequencing

Nucleotide Sequence

localization (bp)

2341s

TACCAGGTGGCAAAGGGCATG

2341 to 2362

2600r

CTTCCTAAAGAGAACAGCTCC

2600 to 2621

Table 2: Primer positions are indicated by the c-Kit sequence published through the NCBI

accession number X06182.

Case | Sex | Age CD30 CD30 CD117 CD117 | Mastocyto
intensity staining intensity staining subii;pes
1 F 38 - 0 +++ 100% | cutaneous
2 M 9 ++ 30% +++ 100% | cutaneous
3 F 13 + 50% +++ 100% | cutaneous
4 M 38 + 10% +++ 100% | cutaneous
5 M 47 + 10% +++ 100% | cutaneous
6 M 61 ++ 90% +++ 100% | cutaneous
7 M 46 + 5% +++ 100% systemic




8 M 31 +++ 100% +++ 100% | systemic
9 M 38 NA NA e+ 100% | systemic
10 M 61 + 10% +++ 100% | systemic
11 F 82 + 10% +++ 100% | systemic
12 M 71 + 10% +++ 100% | systemic
13 M 72 ++ 40% +++ 100% | cutaneous
14 M 50 + 10% +++ 100% | cutaneous
15 M 50 +++ 100% +++ 100% | cutaneous
16 M 64 + 50% +++ 100% | cutaneous
17 M 29 + 10% +++ 100% | cutaneous
18 M 42 + 10% +++ 100% | cutaneous
19 M 5 +++ 100% +++ 100% | cutaneous
20 M 50 + 10% +++ 100% | systemic
21 M 60 + 10% +++ 100% | systemic
22 F 41 + 10% +++ 100% | cutaneous
23 F 6 + 60% +++ 100% | cutaneous
24 F 32 + 10% +++ 100% | cutaneous
25 F 78 ++ 70% +++ 100% | cutaneous
26 F 85 + 60% +++ 100% | systemic
27 M 10 +++ 100% +++ 100% | cutaneous
28 F 59 ++ 40% +++ 100% | cutaneous
29 F 57 NA NA +++ 100% | systemic
30 F 65 + 10% +++ 100% | systemic
31 F 7 + 100% +++ 100% | cutaneous
32 F 4 +++ 100% +++ 100% | cutaneous
33 M 25 + 20% +++ 100% | cutaneous
34 M 70 + 50% +++ 100% systemic
35 M 60 ++ 100% +++ 100% | systemic
36 M 5 ++ 100% +++ 100% | cutaneous

53
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37 F 27 + 40% +++ 100% | cutaneous
38 F 5 + 30% +++ 100% | cutaneous
39 F 41 + 10% +++ 100% | cutaneous
40 M 8 ++ 100% +++ 100% | cutaneous
41 F 34 + 5% +++ 100% | cutaneous
42 F 2 ++ 100% +++ 100% | cutaneous

Table 3- Cases demography, immunohistochemical results and their distribution related to the

subtype of mastocytosis subtype.

NA = not available; intensity = negative (-), weak (+), intermediate (++), strong (+++).

Figure 1. Infiltrate of neoplastic MCs in cases of CM at different CD30 intensity and
extension of immunostaining. (A) A weak CD30 immunostaining, magnification x400. (B) An
intermediate CD30 immunostaining, magnification x400. (C) A strong CD30 immunostaining,
magnification x200. (D) CD30 staining in less than 10% of MCs, magnification x200. (E)
CD30 staining between 10% and 50% of MCs, magnification x100. (F) CD30 staining in
more than 50% of MCs, magnification x50. MCs = mast cells, CM = cutaneous mastocytosis.
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Figure 2. A strong CD30 immunostaining in MCs from a case of SM, magnification x600.

MCs = mast cells, SM = systemic mastocytosis.

Figure 3. An urticaria lesion negative for CD30 immunostaining, magnification x 40.
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5. DISCUSSAO GERAL

A mastocitose é uma doenca rara® com um comportamento altamente heterogéneo
que varia entre lesdes cutaneas que podem regredir espontaneamente ou Se tornar uma
neoplasia agressiva com prognéstico pejorativo™®*™

As formas clinicas de mastocitose sdo categorizadas pela classificacdo da OMS* e
na qual sdo bem definidas os subtipos cutaneos da Mastocitose que apresentam evolugéo
benigna na maioria dos casos, até mesmo com resolucdo espontanea em alguns deles, e 0s
subtipos sistémicos onde ha um espectro amplo de evolugdo clinica no qual a mastocitose
sistémica indolente representa a forma considerada com bom progndstico, dentros outros
subtipos, e a leucemia de células mastocitarias que tem o pior prognostico.

Os dados sobre a historia natural da mastocitose cutanea em criancas dependem
principalmente de pesquisas retrospectivas. E em um estudo retrospectivo de longo prazo no
qual foram reexaminados pacientes que tiveram diagnostico de mastocitose cutanea ha 20
anos, foi encontrada cura completa em 67% dos casos, regressdo importante em 20% e
regressdo parcial em 20% dos casos.” Neste estudo o Unico fator progndstico para
persisténcia de doenca foi a presenca de agregados de células mastocitarias na medula 6ssea
em 3 pacientes. J& em pacientes com inicio da mastocitose cutdnea em idade adulta a
persisténcia da doenca € mais tipica e a regressdo das lesGes cutaneas ocorre apenas em alguns
casos. O unico fator progndstico encontrado de regressao de lesdes cutaneas em mastocitose
cutanea maculo-papular no adulto foi a idade acima de 50 anos."

Na mastocitose sistémica a evolucdo é mais heterogénea quando comparada a
mastocitose cutanea. Na forma de mastocitose sistémica indolente, apds o surgimento dos
sintomas clinicos e deterioracdo, uma fase estavel € vista na maioria das criancas e dos
adultos.”

O progndstico de pacientes com mastocitose sistémica indolente de inicio na
idade adulta foi avaliado em um estudo de 145 pacientes consecutivos e com um intervalo de
147 meses. Os resultados mostaram que a doenca ficou estavel na maioria dos pacientes com
apenas 3% dos pacientes que evoluiram da mastocitose sisttmica indolente para a formas
mais agressivas, e 0 risco cumulativo de progressdo da doenca foi calculado em 1,7% em 10
anos.”* Os sinais de progressdo foram : tryptase sérica acima de 200ng/ml, osteoporose,
organomegalias.

Considerando a raridade da doenca, com taxa de incidéncia estimada em

1:10000"% e o0 comportamento extremamente variavel das formas clinicas de mastocitose, em
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que a progressao de um subtipo com evolugdo mais favordvel para outro com evolucao
desfavoravel se faz baseado principalmente em dados clinicos como o surgimento de
organomegalias, 0 aumento da triptase sérica denotando uma maior carga de mastocitos, seria
importante discriminar pacientes que terdo uma evolucdo favoravel da doenca dagqueles com
prognostico pejorativo apesar das terapias direcionadas. Os estudos imuno-histoquimicos
poderiam ter um papel tanto na etapa de diagnostico, notadamente nos casos atipicos e quanto
em ajudar a identificar pacientes com mastocitose com desfecho pejorativo.

Diferentes marcadores imuno-histoquimicos utilizados na rotina histopatolégica
tém sido propostos para a identificacdo de mastdcitos neoplasicos. Exemplos incluem a
triptase e outros antigenos como a quimase, CD117, CD68, CD2 e CD25, sendo o CD2 e
CD25 critérios diagndsticos menores de mastocitose sistémica.’

O CD30 é considerado um membro da superfamilia de receptores do fator de
necrose tumoral e encontrado classicamente em células neoplésicas como linfoma de
Hodgkin, linfoma de grandes células anaplasicas.”® Outras neoplasias que expressam o CD30
s30 alguns subtipos de linfoma ndo-Hodgkin, carcinomas embrionarios e seminomas.®

A expressdo do CD30 em tecidos normais ou em estados reativos é restrita a
poucos tipos celulares, como numa pequena proporc¢do de linfocitos representados por blastos
T e B, e dentre as células T, o CD30 é expresso preferencialmente pelas células T helper,
notadamente as células Th2.”""®

Dados recentes na literatura demonstraram que o CD30 foi detectado no
citoplasma e na superficie de mastdcitos neoplasicos nas formas sistémicas da
mastocitose.?®*%% Estes achados foram importantes pois, como descrito anteriomente, a
molécula CD30 é expressa em um numero limitado de neoplasias.

Nos trabalhos de Sotlar e Valent’*®® demonstrou-se que imunomarcagdo para o
CD30 era muito frequente em pacientes com mastocitose sistémica agressiva e em leucemia
de células mastocitérias. Eles também demonstraram franca e até mesmo auséncia de
expressdo de CD30 em pacientes com mastocitose sistémica indolente. Com estes achados,
discutiram a possibilidade de que o CD30, em sendo detectado de maneira mais importante
nos casos de mastocitose agressiva, poderia ser um marcador associado de pior prognostico.

A deteccdo de CD30 em mastocitos neoplasicos em formas indolentes de
mastocitose tem sido raramente descrita.®’ E embora ndo haja um marcador imuno-
histoquimico robusto que se correlacione com o prognostico, uma possivel relacdo entre a
expressdo de CD30 e uma evolucdo pejorativa da mastocitose foi descrita quase que

exclusivamente em formas agressivas de MS.”*® A referida expressdo de CD30 em
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mastdcitos neoplasicos, como relatado anteriormente, nos levou a fazer uma pesquisa
retrospectiva para a expressdo de CD30 na mastocitose, para isso, testamos a imunomarcacao
de CD30 em uma série retrospectiva de pacientes com diagnostico de mastocitose cutanea e
mastocitose sistémica.

Nossos resultados mostraram que a expressdo de CD30 estava presente na maioria
dos casos de mastocitose, independentemente de sua apresentagéo sistémica e cutanea.

Entretanto, de uma maneira inesperada levando-se em consideracdo os relatos da
literatura, os casos de mastocitose cutanea mostraram uma porcentagem maior de mastocitos
positivos para 0 CD30 em comparacgao aqueles presentes na mastocitose sistémica. Em efeito,
dos 28 casos positivos para o0 CD30 na mastocitose cutadnea, 11 apresentaram uma
porcentagem de mastdcitos neoplasicos CD30 positivos maior que 50% (39,2%); em relacédo
aos casos de mastocitose sistémica, apenas 3 casos do total de 11 casos positivos para 0 CD30
(27%) apresentaram mais de 50% dos mastocitos neoplasicos marcados para o CD30. Além
disso, os mastdcitos neoplasicos na mastocitose cutanea exibiram uma intensidade alta da
imunomarcacao para o CD30, com uma expressao intensa desse marcador em 14,2% dos
casos (4/28) e moderada em 28,5% (8/28). Nos casos de mastocitose sistémica, 1 caso teve
expressao forte (1/11) e um caso teve expressdo moderada (1/11) para o CD30; 9 casos de
mastocitose sistémica tiveram marcagao fraca.

Os nossos achados se destacam principalmente em funcdo de descrever as
frequencias e intensidades elevadas da imunomarcacdo da molécula CD30 nos casos de
mastocitose cutanea. E também diferem dos relatados anteriores, nos quais prevaleceu a
imunomarcagao negativa ou infrequente de CD30 em casos de mastocitose indolente e mais

frequente em mastocitose agressiva,’ %%

além disso esses relatos ndo avaliaram a presenca
do CD30 na mastocitose cutanea.

Ha raras descri¢cbes encontradas na literatura, limitando-se a relatos de casos,
sobre a molécula CD30 e a mastocitose cutanea. Kulberg A e Mitteldorf C descreveram um
caso de uma jovem paciente com antecedente de neoplasia de células germinativas do ovéario
um ano antes de ser diagnosticada uma mastocitose cutanea do subtipo urticaria pigmentosa.
Neste relato, a imunohistoquimica realizada em lesbes da pele mostrou positividade para o
CD30, CD4 e a pesquisa da mutacdo c-Kit N822K foi positiva. Como esta mutacdo é
infrequente na mastocitose, em comparacdo a mutacdo D816V, os autores postularam que a
referida mutacao poderia também ser responsével pela aberrante expressédo do CD30.%

O significado da expressdo tumoral de CD30 ainda é uma questdo de debate. A

expressdo de CD30 pode estar associada a um fenotipo maligno ou refletir o recrutamento de
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um meio inflamatério que aumenta o crescimento e a sobrevida do tumor.** Também foi
hipotetizado uma possivel relacio do ligante do CD30 (CD30L).” O ligante CD30
(CD30L/CD153) é detectado em uma variedade de tipos celulares, incluindo células T,
granulécitos, mondcitos/macrofagos, em uma proporc¢édo de precursores de células da medula
Ossea de vérias linhagens e também expresso nas células de Hodgkin e Reed-Sternberg,
sugerindo interacdo homotipica e possivelmente regulacio de crescimento autécrino.*” Tem
sido demosntrado que mastdcitos expressam o CD30L/CD153 e sdo predominantemente
CD30L positivas no linfoma de Hodgkin.?® Estes achados poderiam ser interpretados para
uma possibilidade de interacdo de crescimento autdcrino entre os mastdcitos neoplésicos
CD30 positivos e o0 seu ligante em mastdcitos normais CD30L/CD153.”

Pode-se argumentar que a positividade de CD30 em mastdcitos pode ser o
resultado da ativacdo destas células em fenémenos alérgicos e ndo estar relacionada a
oncogénese destes mastdcitos. Para responder a essa questdo, testamos tanto as peles normais
quanto as lesbes de urticaria, que, no entanto, eram CD30-negativas.

Especula-se que o CD30 pode estar envolvido em uma via de sinalizacdo
especifica em mastocitos neoplasicos e poderia ser um potencial alvo terapéutico na

mastocitose. De fato, estudos de fase | e 1%

demonstraram que o anticorpo monoclonal
brentuximab vedotin produziu controle significativo de linfoma de Hodgkin, linfoma de
células T periférico, linfoma cutdneo de células T e mesmo em casos de mastocitose
sistémica.®® Esses achados ilustram que o CD30 é um alvo potencial para o tratamento da

mastocitose.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, o CD30 mostrou-se frequentemente positivo na mastocitose,
independentemente de sua apresentacao clinica. No entanto, encontramos uma porcentagem
maior de mastocitos positivos e intensidade de coloracdo mais forte nos subtipos de MC.
Esses achados sugerem que o CD30 é um marcador de mastocitos neoplésicos e ndo esta

presente exclusivamente em formas agressivas da doenca, como relatado anteriormente.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Critérios/achados para as variantes de mastocitose sistémica:
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ACHADOS B
- Grande quantidade de mastécitos {medula dssea): >30% de infiltragio celular por mastécitos e triptase

sérica total » 200ng/ml
- Sinais de displasia ou mieloproliferagiio em linhagem n#o mastocitaria
- Hepatomegalia com ou sem disfuncgio hepatica; esplenomegalia sem hiperesplenismo e fou

linfadenopatia

ACHADOS C
- Disfungiio damedula éssea causada por infiltragio de mastécitos neopléasicos

- Disfungio hepéatica e hepatomegalia
- Envolvimento esquelético
- Esplenomegalia com hiperesplenismo

- Malabsorgio e perda de peso devido ainfiltrado gastrointestinal
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Anexo 3: Incluséo de imagens conforme solicitagdo de banca examinadora.

SR

ISP

A coloragdo de rotina evidencia na superficie, a epiderme integra
e no derme um denso infiltrado neoplasico (H&E 100X)

A coloragdo de rotina evidencia no maior aumento células com
amplo citoplasma eosinofilico com nucleos aumentos de volume,
hipercromaticos e excéntricos dando um aspecto “plasmocitoide”
(H&E 400X)
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A coloragdo especial do azul de Toluidina nas duas imagens
mostra a coloragdo metacromatica com tom arroxeado do
citoplasma dos mastdcitos. Isso devido a associacdo a heparina
presente nos granulos citoplasmaticos dos mastdcitos (100X)
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Na superficie observa-se a epiderme integra e no derme, evidencia-
se uma intensa positividade das células mastocitarias para o CD117
(200X)
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1) Vel

A marcagdo para o CD117 em caso de urticaria mostra o controle
interno da reagdo positivo (melandcitos positivos na epiderme) e no
derme positividade em raros mastécitos reacionais (100X)
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A- A imunomarcagdo para o CD117 evidencia na pele com urticaria os melandcitos na
epiderme (controle interno positivo) e no derme a presenca de raros mastdcitos peri-

anexiais. (100X) B- A imunomarcagdo para o CD30 ndo evidencia nenhuma célula positiva
(100X)

A- No maior aumento, a marcag¢do para o CD117 em caso de urticaria mostra no derme
positividade em raros mastdcitos reacionais (400X). B- Aimunomarcagdo para o CD30 ndo
evidencia nenhuma célula positiva (400X).
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