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RESUMO

O presente trabalho foi feito para estudar o potencial da expressdo de RNAm de c-kit no soro
de cées portadores de mastocitomas (MCT) como um marcador tumoral dessas neoplasias,
utilizando a transcricdo reversa e a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR).
O estudo foi realizado com 48 animais, sendo dez livres de neoplasia, usados como grupo
controle e 38 portadores de MCT. As amostras de sangue desses pacientes foram obtidas por
puncdo venosa e criopreservadas em tubos contendo EDTA. O RNA total foi extraido,
realizada a transcri¢do reversa do cDNA e a PCR quantitativa. O diagndstico foi feito por
citologia ou histopatologia, sendo nesses casos procedida a graduacdo e a pesquisa da
imunoexpressdo de KIT. O nivel de transcri¢do de c-kit foi normalizado usando a expressdo
de B2- microglobulina, sendo a expressao relativa calculada pelo método AACT. A expressao
de c-kit foi detectada em 72,9% das amostras, incluindo todas as amostras do grupo controle e
25 dos portadores MCT, tratados ou ndo, com superexpressao em 76% dos casos (p < 0,01,
teste de Mann-Whitney). Nos seres humanos com mastocitoma os niveis de KIT, em
particular, parecem refletir a extensdo e a gravidade da doenca. Neste trabalho observamos
que a expressao e quantificacdo do c-kit no sangue periférico destes cdes € um método
promissor para identificar portadores de MCT, submetidos ou ndo a quimioterapia.

Palavras-chave: Cées. KIT. Marcador Tumoral. Mastocitoma.



ABSTRACT

The present work was carried out to study the potential of serum expression of KIT mRNA as
a tumoral marker in mast cell tumor (MCT), using reverse transcription and quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR) on blood samples. This study was performed with 48
animals, 10 without tumoral disease and 38 dogs with MCT. Blood was obtained by
venopuncture, and cryopreserved in tubes containing EDTA. The total RNA was extracted,
reverse transcribed in ¢cDNA and submitted to gPCR. Fifteen dogs underwent surgical
excision of the tumor and the diagnosis of MCT was histologically confirmed, the lesions
graduated and the immunoexpression of KIT evaluated. The level of KIT transcript was
standardized using the expression of beta2-microglobulin, and the relative expression
calculated by AACT method. The expression of KIT was detected in 72,9% of the samples,
including all the control samples and 25 from MCT carriers, treated or not, with
overexpression in 76% of the cases (p < 0,01, Mann-Whitney test). In humans with
mastocytosis soluble KIT levels, in particular, seem to reflect the extent and severity of
disease. Here we observed that peripheral blood KIT expression quantification is a promising

method in order to identify MCT carriers, submitted or not to chemotherapy.

Keywords: Dogs. KIT. Mast Cell Tumor. Tumor Marker.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mastocito

Os mastacitos sdo celulas que compdem o tecido conjuntivo, encontrados em tecidos e
Orgdos que tém certo contato com o ambiente, incluido pulmdes, mucosa do trato
gastrintestinal, derme, regido perivascular e eventualmente na medula éssea (LAVALLE et
al., 2003). Estas apresentam a avaliacdo histologica um citoplasma repleto preenchido por
material bastante abundante, as pleomorficas (variam desde fusiformes, esféricas ou
estreladas). Tém nucleo redondo e granulos citoplasmaticos nos quais estdo contidos acidos
proteoglicanos, que se ligam a corante basicos. Alguns desses corantes, como 0s do tipo
Romanowsky, assumem coloragédo diferente quando se ligam aos grénulos, do que quando ao
DNA nuclear, sendo entdo chamados “metacromaticos” (O’KEEFE, 1990).

O mecanismo envolvido na regulacdo da quantidade dos mastocitos nos tecidos néo é
conhecido, assim como o mecanismo de acumulo destas células sob algumas condicGes
patologicas (O’KEEFE, 1990). Acredita-se que 0s mastdcitos sdo originarios de células
hematopoiéticas pluripotentes (apesar de apresentarem caracteristicas funcionais,
morfologicas e bioquimicas diferentes) e que, elementos celulares progenitores migram da
medula 6ssea para os tecidos periféricos como células imaturas e posteriormente, sofram
diferenciacdo in situ (ABBAS et al., 2000). Os mastdcitos maduros geralmente se apresentam
com granulos citoplasmaticos que podem variar em nimero e em contetdo de acordo com o
grau de diferenciacdo (O’KEEFE, 1990) e contém substancias biologicamente ativas, como
histamina, enzimas proteoliticas, heparina, serotonina, fatores quimiotaticos e metabdlitos do
acido araquiddnico conferindo aos mastdcitos um papel importante nas rea¢fes imunolégicas,
inflamatdrias e alérgicas (RECH et al., 2004; GIEGER et al., 2005; TURIN et al., 2006;
WELLE et al., 2008).

A ativacdo dos mastdcitos sucede em trés tipos de respostas bioldgicas: 1) a
desgranulacdo, na qual o contetido pré-formado de seus granulos é liberado por exocitose; 2) a
sintese de mediadores quimicos derivados de membranas celulares, como os metabdlitos do
acido aracdoénico; e 3) a transcricdo, traducéo e secrecdo de citocinas. A desgranulacdo pode
ser desencadeada por estimulos fisicos, quimicos, neurologicos e imunolégicos (ABBAS et
al., 2000). As substancias liberadas provocam vasodilatacdo, aumento de permeabilidade
vascular, contragdo de células musculares lisas, secre¢do de muco, quimiotaxia de neutréfilos

e eosindfilos, prurido, anticoagulacdo e destruigdo tecidual. S&o também capazes de produzir
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leucotrienos e fator de necrose tumoral (TNF-a) quando ativados por anticorpos como IgE.
Depois da desgranulacdo, ttm membrana citoplasmética em excesso, pela fusdo de membrana
de granulos (GILFILLAN; TKACZYK, 2006; TIZARD, 2009).

No homem, a proliferacdo de mastdcitos e seu acimulo em um ou mais 6rgdos é
denominada mastocitose. Trata-se de uma desordem hematopoiética podendo se apresentar na
forma cutdnea ou sistémica, com diversos comportamentos e formas de se manifestar
clinicamente, compreendendo desde lesGes de pele autolimitantes até doencas sistémicas
extremamente agressivas. Diferentemente do que ocorre em cdes, sua incidéncia é baixa,
podendo-se considerar rara (VALENT et al., 2001; HARTMANN et al., 2003; KUMAR,;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

Em cées, as principais doencas relacionadas com o0s mastocitos sdo as reaces de
hipersensibilidade tipo I, local e sistémica, e os mastocitomas (CULLEN; PAGE; MISDORP,
2002; TIZARD, 2009).

Sendo assim, a mastocitoma, ou 0 sarcoma dos mastocitos, sdo as neoplasias

compostas por células de mastécitos (LAVALLE et al., 2003).

1.2 Mastocitomas cutaneos em cdes

1.2.1 Aspectos Clinicos, Incidéncia e Etiopatogenia

Mastocitomas sdo tumores derivados de mastdcitos, compreendendo de 7% a 21% das
neoplasias cutaneas de cdes (MACY, 1985). A idade média de ocorréncia é de 8 a 9 anos, ndo
havendo relatos de predisposicdo sexual (PATNAIK et al., 1984). As racas mais predispostas
sdo as que apresentam o buldogue como ancestral, destacando-se a Boxer, a Boston Terrier e
a English Bulldog.

Merecem referéncia ainda os retrievers, como o Labrador e o Golden, além dos
Beagles, Fox Terrier, Schnauzer, Cocker Spaniel, Staffordshire terrier, Dachshund,
Schnauzer, Rhodesian Ridgebacks e cies sem raca definida (PATNAIK et al., 1984; SIMOES
et al., 1994; GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; SEGUIN, 2001; STREFEZZI et al.,
2003; MISDORP, 2004; RECH et al., 2004; WELLE et al., 2008). Nos animais da raca
Sharpei, contrariamente ao relatado a dos Boxers, o surgimento da neoplasia € mais precoce,
com comportamento biolégico mais agressivo e progndstico mais reservado (MACY, 1985;
MILLER, 1995).
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Figura 1 — C&o da raca Sharpei com mastocitoma cutaneo de Grau 3/Alto Grau na forma disseminada. Diversas
lesBes ulcerativas, nodulares e eritematosas

2y

Fonte: Arquivo pessoal.

Embora haja relatos de mastocitomas primarios de visceras, como o baco, figado, rins,
laringe, trato gastrintestinal e linfonodos, os sitios primarios mais importantes e frequentes
sdo a derme e o subcutaneo, sendo raras as manifestagbes primarias em outros sitios
(O’KEEFE, 1990), apesar de serem encontradas inUmeras células de mastdcitos no trato
gastrintestinal e no trato respiratério (LONDON; SEGUIN, 2003). Os tumores viscerais, na
sua maioria, sdo precedidos de tumores cutaneos indiferenciados, representando uma
disseminacdo tumoral (LONDON; THAMM, 2013).

Também rara é a ocorréncia de leucemia priméaria de mastdcitos, mais comumente
sendo resultado da disseminacdo sisttémica de mastocitomas cutaneos (MCMANUS, 1999;
LONDON; SEGUIN, 2003).

O mastocitoma ndo tem um padrdo em seu aspecto clinico. Em geral, apresentam-se
clinicamente como massas teciduais pequenas, firmes e bem circunscritas, podendo ou nédo
serem eritematosos, alopécicos e/ou ulcerados, formando nodulos ou placas
(GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002). Porém, podem também se apresentar com formas
pouco definidas, macias e como lesdes flutuantes, assemelhando-se a outros tumores, como 0
lipoma, por exemplo. Podem também serem grandes, difusas e envolver outros 6rgaos
(LAVALLE et al., 2003).

A maioria dos relatos é de formagdes solitérias, porém ha relatos entre 5% e 25% do
acometimento de formagdes multiplas. Esse evento ndo esta bem elucidado; néo se sabe se 0s
tumores maltiplos s@o focos metastaticos ou se ha alguma origem multicéntrica (TURIN et

al., 2006). As racas mais predispostas a apresentarem a forma mdaltipla da doenga sédo Pugs,
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Boxers, Weimaraners, Goldens Retrievers e o0s Sharpeis (PATNAIK et al., 1984;
GOLDSCHIMIT; HENDRICK, 2002). Strefezzi (2003) relatou uma incidéncia maior do
acometimento em cdaes por lesbes multiplas (42,8%), enquanto 0s caes que apresentavam

lesdo Unica era de 57,2%.

Figura 2 — Co da raga Golden Retriever com leséo de mastocitoma em regido perilabial. Lesdo Unica, em forma
de placa e eritematosa

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3 — Pinscher apresentando mastocitoma em regido posterior de membro posterior direito

Fonte: Arquivo pessoal.
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O mastocitoma na forma cuténea ja foi relatado em diversos locais de acometimento,
porém as regides mais afetadas sdo tronco e perineo em 50% a 63% dos casos; as
extremidades correspondem a 33-40% dos casos, cabeca e pescoco de 10% a 15%. As lesdes
multiplas em apenas 3-14% dos relatos (SIMOES et al., 1994; ABADIE; ARMADEILH:;
DELVERDIER, 1999; LONDON; SEGUIN, 2003).

Relatos mais recentes de Strefezzi (2001) encontram a regido de
extremidades/membros como os locais mais comum de acometimento dos mastocitomas
(54,2%).

Uma correlacdo entre grau de agressividade e localizacdo da neoplasia pode ser
estabelecida. E o que sugerem Ogilvie e Moore (1995) e Kiupel et al. (2005). Tumores
localizados em regido prepucial, inguinal e perineal apresentam um comportamento mais
agressivo e um pior prognostico (OGILVIE; MOORE, 1995, KIUPEL et al., 2005)

complementam com a regido de jun¢cdo mucocutanea.

1.2.2 Etiopatogenia do Mastocitoma

A etiopatogenia, 0s eventos moleculares e genéticos que cooperam para tumorigénese,
desenvolvimento e progressdo do mastocitoma, ainda sdo desconhecidos, porém, acredita-se
que haja um embasamento multifatorial (LONDON; THAMM, 2013). Algumas das etiologias
aventadas estdo associadas com a inflamagdo cutanea crénica que poderia levar ao surgimento
do mastocitoma. Porém, na literatura, é escasso o relato de casos correlacionados a dermatite
crbnica, feridas cronicas ou aplicacdo de substancias irritantes com o desenvolvimento do
mastocitoma (GOVIER, 2003).

Misdorp (2004) correlaciona a causa hereditéria e/ou viral com a inflamag&o crénica,
uma vez que esse tumor apresentaria uma capacidade de ser transplantado para cédes de
experimentacdo imunocomprometidos por meio de extrato celulares, porém particulas virais
ndo foram evidenciadas, o que desembasa essa possivel etiologia.

Racas descendentes de Bulldog tém alta incidéncia de mastocitoma, e esta pode estar
relacionada com uma fragilidade cromossdmica. Foram detectadas fragilidades
cromossdmicas, com instabilidades nos cromossomos 3, 4 e 15, o que poderia justificar uma
possivel etiologia hereditaria. Porém essas alteragdes foram interpretadas como consequéncias
da idade avancada dos animais, e ndo uma sindrome racial especifica ou doenga familiar
transmitida hereditariamente (STONE; JACKY; PRIEUR, 1991; GINN et al., 2000).
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Possivelmente o desenvolvimento do tumor deriva de outros fatores, como agentes virais ou
agentes carcinogénicos (MACY, 1985).

Algumas pesquisas salientam que um dos possiveis fatores de risco para o
mastocitoma seriam as mutacGes nos receptores de estrégeno e progesterona. Porém, ainda
sem um completo entendimento na etiopatogénese do tumor, alguns estudos destacam uma
influéncia destes horménios na funcdo dos mastécitos (ELLING; UNGEMACH, 1982), o que
ndo foi confirmado por Gerritsen et al. (1998) e que ndo encontrou diferencas de expressao
dos receptores de estrogeno e progesterona nestes animais.

As possiveis alteracbes genéticas que predispdem o animal ao desenvolvimento do
mastocitoma ainda ndo sdo bem elucidadas. Em alguns relatos foram encontradas mutacfes
no gene supressor da apoptose P53 de mastocitoma, porém o sequenciamento em poucos
casos ndo revelou essa mutacdo (GINN et al., 2000). Em alguns relatos, a presenca de p53 no
interior de células de mastocitomas ndo oferece uma indicacdo consistente ou confiavel do
curso clinico da doenca do cdo. Os tumores que ndo tinham células positivas para p53 ou
tumores com uma elevada percentagem de células coradas para p53 foram dispersos através
de todos os tipos histoldgicos de tumor avaliada. Isto indica que mesmo achados, imuno-
histoquimicos negativos ndo sdo indicadores confiaveis (JAFFE et al., 2000).

Alteracdes na expressdo das proteinas P21 e P27, inibidores de ciclina dependentes
que contribuem para regulacdo do ciclo celular tém sido identificados em muitos
mastocitomas caninos. A P21 pode ser induzida por vias P53-dependentes e independentes e
sua expressdo esta relacionada com a diferencia¢do terminal. Em varios tipos tumores com
comportamento agressivo, a expressao da P21 diminui, sendo causada por perda de fungédo do
P53. Isso poderia explicar 0 aumento do nimero de mastécitos por ndo permitir que estas
células entrem em apoptose (WU; HAYASHI; INOUE, 2004).

E ampla a literatura que relata a existéncia de mutaces no proto-oncogene KIT (c-
kit/CD117), que codifica o receptor KIT, também denominado de receptor de stem cell fator
(SCF) (LONDON et al., 1996; MISDORP, 2004; WU; HAYASHI; INOUE, 2004; WELLE et
al., 2008). A principal mutacdo encontrada foi a duplicacdo (ITD-Internal Tanden
Duplication), porém podem haver também delecbes e mutacBes pontuais do dominio
justamembranico de KIT, principalmente encontradas no exon 11, intron 11 e exon 12
(LONDON et al., 1999).

KIT é um receptor de fator de crescimento localizado na membrana da célula que
desencadeia proliferacdo e diferenciacdo celular. Normalmente é expresso nas ceélulas

hematopoiéticas e mastdcitos e codifica para o proto-oncogene C-KIT (MISDORP, 2004). Ma
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et al. (1999) estudaram tecidos tumorais de sete cdes e revelaram que trés dos tumores
continham um total de quatro mutacdes e pequenas dele¢des na justamembrana intracelular.
Além disso, duplicacdo em duas de trés linhagens celulares foram relatadas. London et al.
(1999) também encontraram duplicacGes em aproximadamente 50% dos tumores estudados (5
de 11) envolvendo os exons 11 e 12, mas nao foi evidenciado nenhum outro tipo de mutagdes.
Ambos 0s grupos encontraram mutagdes em aproximadamente 50% dos tumores estudados e,
embora ndo tenham sido idénticas, elas se encontravam na mesma area aproximada do C-KIT,
sugerindo que essas mutaces podem contribuir para o desenvolvimento ou progressao do
mastocitoma canino.

Letard et al. (2008) avaliaram os tipos e as frequéncias das mutactes do KIT em
mastocitomas de 191 cédes. O sequenciamento de transcricdo reversa (RT-PCR) revelou
alteracdes em 50 (26,2%) dos cdes do estudo. A maior parte das mutacdes era no exon 11
(32). Porém, ainda sim, nove cées tinham mutac6es no exon 8 e oito tinham mutagdes no exon
9.

Zavodovskaya e equipe (2004) relataram mutacdo no exon 11, consistindo em
duplicacdes cooperativas internas em 30% a 50% dos mastocitomas caninos grau Il e Ill. A
observacdo da presenca da mutacdo no proto-oncogene do ckit do mastocitoma pode ser
utilizada como marcador para determinar a origem molecular dos maltiplos tumores.

Pesquisas mostram que 15-40% dos cdes com mastocitoma apresentam mutacfes no
dominio justamembrana no gene do C-KIT (REGUERA et al., 2002; DOWNING et al., 2002;
KIUPEL et al.,, 2004; WEBSTER et al., 2006;) e que a presenca dessas mutacdes esta
altamente relacionada com neoformacdes de alto grau, pois consistem em ativacdo do KIT, o
que resulta em cascatas de sinalizacdo que levam a proliferacdo, sobrevivéncia e invasédo
tumoral (MA et al., 1999; LONDON; SEGUIN, 2003).

H& dois mecanismos propostos para a proliferacdo dos mastécitos: uma ligacdo
dependente e a outra, uma ligacdo independente. Pouco se sabe sobre o mecanismo ligante
dependente em mastocitomas. Porém o mecanismo ligante independente esté associado a dois
tipos de alteracGes: 1) a alteracdo do sequenciamento do gene do C-KIT(CD117) dentro do
dominio da justamembranal do dominio conduzindo a sinaliza¢éo constitutiva ou amplificada
do KIT, o qual definitivamente resulta em uma proliferacdo e sobrevivéncia aberrante destas
células que expressam estas mutacdes e desenvolvimento da neoplasia (ZAVODOVSKAYA
et al., 2004); e 2) o mecanismo € explicado por uma superexpressdo do C-KIT induzindo um
aumento constante dos niveis dos receptores KIT ativado (RIVA et al., 2005; TURIN et al.,

2006). O ligante especifico para o receptor KIT (SCFR) é o SCF, uma citocina que, entre
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outras fungdes, se liga no dominio extracelular causando dimerizagdo do receptor, o qual
induz a autofosforilacdo do dominio cinase e inicia respostas bioldgicas multiplas sinalizando
as vias (proliferacéo, migracéo, diferenciacdo dos mastdcitos para a sobrevivéncia e ativacao
celular, as stem cells hematopoiéticas, as células germinativas, e os melanécitos) (WALTER,
2001; OZAKI et al., 2002; ZAVODOVSKAYA et al., 2004; TURIN et al., 2006).

Como apenas células hematopoiéticas e mastocitos expressam C-KIT, e histiocitos e
melandcitos ndo, entdo tem sido usado como marcador imunoistoquimico para mastocitomas
e também relacionadas com o prognostico da doenca no animal (LONDON et al., 1996,
KIUPEL et al., 2004).

Figura 4 — Imagem ilustrativa de C- kit inativado e depois de sua ativacao por fatores de crescimento

Growth factors, such as
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Receptors, such as KIT, initiate a cellular response (such as growth)
upon stimulation with its corresponding growth factor(s)

Fonte: http://alfa-img.com/show/c-kit-cd117.html

1.2.3 Comportamento Bioldgico e Metastases

O comportamento biolégico dos mastocitomas em cdes é extremamente variavel,
fazendo com que clinicos e cirurgibes 0s considerem como neoplasias potencialmente
malignas (O’KEEFE, 1990; SIMOES et al., 1994). Tumores bem diferenciados (constituidos
por celulas semelhantes as células do tecido de origem) apresentam um comportamento
geralmente benigno, com maior tempo de evolucdo, sem sinais clinicos sistémicos e na

maioria, encontram-se confinados a derme (GIEGER et al., 2005).


http://alfa-img.com/show/c-kit-cd117.html

17

Tumores indiferenciados (assemelham-se a célula primitiva que lhe deu origem) tém
uma evolugdo mais répida, podendo manifestar sinais clinicos sistémicos (isolados ou
multiplos), com maior taxa de metéstase. Frequentemente apresentam macroscopicamente
edema peritumoral, ulceracdo e eritema, podendo haver prurido local e/ou lambedura
(GIEGER et al., 2005).

A maioria das complicacfes relacionadas ao mastocitoma geralmente advém da
degranulacdo e liberacdo de substancias vasoativas presentes nos granulos, como a heparina,
histamina, fator quimiotadtico de eosinofilo, enzimas proteoliticas e serotonina
(GOLDSCHIMDT; HENDRICK, 2002).

Uma manifestacdo classica em alguns relatos de mastocitoma € o Sinal de Darier, que
se manifesta depois da manipulacdo mecénica durante o exame fisico no paciente. Este
degranula libera histamina e outras substancias vasoativas que levam a vasodilatacdo local.
Depois da manipulagdo sdo observados eritema e edema no tecido ao redor. Esse sinal
também pode ocorrer de forma espontdnea. Tutores relatam o aumento de tamanho e
posteriormente diminuicdo do tumor. FormacBGes de grau intermediario podem exibir
comportamento dos tumores diferenciado ou indiferenciados (LONDON; THAMM, 2013).

Em relacdo as sindromes paraneoplasicas, Ulceras gastrintestinais, distdrbio na
coagulacdo e retardo na cicatrizacdo sdo as mais relatadas. Uma das mais comuns é a
ulceracdo gastrinstestinal, porém raramente evolui para perfuracdo, podendo levar o paciente
a anorexia, a emese, a hematoguesia, a melena, a anemia, a dor abdominal e, em casos mais
graves, a perfuracdo gastrica ou duodenal e a peritonite (BLACKWOOD et al., 2012;
LONDON; THAMM, 2013; MISDORP, 2004). A hip6tese mais aceita para explicar o
aparecimento dessas lesGes é a de que a histamina liberada pelos mastdcitos provocaria lesdes
endoteliais levando a liberacdo de fibrolisina e a lesdo na vasculatura da submucosa gastrica,
com consequente trombose e infarto nestas areas (O’KEEFE, 1990). Hottendorf e Nielsen
(1968), ao avaliarem 29 cdes com mastocitoma na necropsia, encontram 24% (7/29) de cées
com Ulceras gastrintestinais. Um ano mais tarde, em 1969, Howard relatou ulceracdes
gastrintestinais em 83% (20/24) dos cédes submetidos a necropsia.

Disturbios de coagulacdo tambeém podem ocorrer principalmente durante a
manipulag&o cirurgica, quando ha excesso de desgranulacdo de histamina e outras substancias
vasoativas, 0 que pode resultar em uma hipotensédo rebote, podendo evoluir para o choque, e
trombocitopenias por coagulacdo intravascular disseminada. A liberacdo de heparina pelas
células neopléasicas leva a uma alteracdo no tempo de coagulagdo, podendo ser observado

principalmente durante o ato operatorio e no pos-operatorio imediato. O retardo na
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cicatrizacdo das areas acometidas pelo tumor é atribuido aos efeitos das enzimas proteoliticas
e aminas vasoativas liberadas pelo tumor levando a deiscéncia de sutura do local onde foi
removido o tumor. A histamina se ligaria a receptores H1 e H2 de macro6fagos resultando em
liberacdo de fator supressor de fibroblastos, situacdo que prejudica a cicatrizacdo local
(MACY, 1985; BALDI et al., 2006).

Glomerulonefrite multifocal foi observada em 69% dos cées, caracterizada por
infiltrados pericorpusculares de plasmacitos, acuimulo focal de material amorfo em membrana
basal glomerular e espessamento da capsula de Bowmann (HOTTENDORF; NIELSEN;
1968).

Em casos mais graves podemos encontrar choque anafilatico resultante da
degranulacdo subita e liberacdo massiva de histamina das células neoplasicas. Apesar de
incomum, € relatado na literatura nos animais que continham formas disseminadas da doenca
(LONDON; THAMM, 2013). A maioria destas complicagfes pode ser evitada com a
diminuicdo da manipulagdo tumoral (MACY, 1985; O’KEEFE et al., 1990; LEMARIE et al.,
1995; LONDON; THAMM, 2013).

Como ja dito, o comportamento e a progressdo do mastocitoma é bem varidvel, no
entanto o grau histoldgico é o fator progndstico mais importante para 0 mastocitoma
(BLACKWOOD et al., 2012). Sendo assim, a histopatologia é necessaria para confirmar o
diagndstico, graduar o tumor e determinar se as margens cirdrgicas estdo livres de células
neoplasicas, além de ser, muitas vezes, a Unica forma de fazer o diagnostico definitivo de
neoplasias pouco diferenciadas (O’KEEFE, 1990; FOX, 1998; SUEIRO et al., 2002;
LAVALLE etal., 2003; RECH et al., 2004).

Em 1973, Bostock desenvolveu um critério de classificacdo em que os mastocitomas
eram classificados em trés categorias incluindo o didmetro nuclear e citoplasmatico,
frequéncia de figuras de mitose, grau de pleomorfismo celular, natureza dos granulos
citoplasmaticos e celularidade. Em 1984, Patnaik et al. desenvolveram um trabalho
semelhante, estabelecendo a classificacdo mais aceita hoje em dia: mastocitoma de grau I, II,
e I11, conforme o grau crescente de anaplasia celular. Mastocitoma grau | (bem diferenciado),
Il (moderadamente diferenciado) ou Il (tumores pouco diferenciados). Ambos os
pesquisadores relacionavam o prognéstico do portador dessa neoplasia com sua sobrevida,

sendo sempre menor quanto maior o grau de malignidade do tumor.



19

Tabela 1 — Sistema de Graduacéao Patnaik et al. (1984).
Grau Critérios Histoldgicos

| Células redondas monomorficas com citoplasma distinto, granulos
Bem intracitoplasmaticos médios, auséncia de figuras de mitoses, grupos compactos
Diferenciado ou linhas de células neoplasicas confinadas a derme.

Algumas células pleomoérficas na forma redondas a ovoides. Algumas células
apresentam menos distingdo citoplasmatica com granulos intracitoplasmaticos
grandes e hipercromaticos, porém outras possuem citoplasma distinto com
pequenos granulos. Areas de edema ou necrose sdo notados. Figuras mitéticas
sdo 0-2 por campo de grande aumento.

Tumor infiltrando derme inferior / tecido subcutaneo.

11
Moderadamente
Diferenciado

Folhas densas de células pleomdrficas com citoplasma indistinto com pequenos
i ou auséncia de granulos intracitoplasmaticos. Figuras de mitoses sao de 3-6 por
Pouco campos de grande aumento. Edema, hemorragia, necrose e ulceragdo séo

Diferenciado comuns.
Tumor infiltrando derme inferior / tecido subcutaneo.

Fonte: Sistema de Graduagdo Patnaik et al. (1984).

A maioria dos mastocitomas grau | é benigna, se desenvolve lentamente e pode
persistir até por anos, sem apresentar evolugdo ou progressao. Menos de 10% desses tumores
metastatizam, e tumores de grau |, em geral, ndo sdo susceptiveis de causar a morte do
paciente. Tumores de grau Il mostram um crescimento agressivo e tém alta porcentagem de
recidivas. Mais de 80% de tumores de grau Ill metastatizam e frequentemente levam o
paciente ao 6bito. O prognostico para a classe de mastocitomas grau Il é bem variavel. Muitos
podem ser curados por cirurgia e 5-22% dos tumores de grau Il metastizam. No entanto, 0s
tumores de grau Il podem levar a morte em 17-56% dos casos devido a falha do tratamento
local ou doenca metastatica. Além do comportamento imprevisivel de tumores de grau II,
classificacdo histopatoldgica é subjetiva, resultando em variacdo de classificacdo entre
patologistas. Varios estudos, incluindo um recente estudo em 95 cdes, mostraram que a
concordancia entre patologistas foi de 75% para o diagndstico da classe 111 MCT, e menos de
64% para o diagnostico de grau | e Il. O sistema de estadiamento clinico da Organizacao
Mundial da Saide (OMS) para os mastocitomas caninos ndo se correlaciona claramente com
prognoéstico, por isso, ndo é usado rotineiramente. Para melhorar a concordancia entre

patologistas, um sistema de graduacdo histologica de dois niveis tem sido sugerido
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recentemente. Nesse sistema, o diagnostico de alto grau de mastocitomas é baseado na
presenca de qualquer um dos seguintes critérios:

(1) Pelo menos 7 figuras de mitose em 10 campos de grande aumento (HPF);

(2) Pelo menos 3 células multinucleadas (3 ou mais nucleos) células em 10 HPF;

(3) Pelo menos 3 ndcleos bizarros em 10 HPF; e

(4) Cariomegalia (diametros nucleares aumentados em pelo menos 10% do tamanho

de células neoplasicas).

Todos os outros tumores sdo considerados de baixo grau. De acordo com o sistema de
classificacdo, os mastocitomas de alto grau s&o significativamente associados com menor
tempo de aparecimento de metastases ou desenvolvimento de novos tumores e com menor
tempo de sobrevida. Relata-se que a média de sobrevida € inferior a quatro meses para 0s
mastocitomas de alto grau, e mais do que dois anos para 0s tumores de baixo grau
(BLACKWOOD et al., 2012). Tumores indiferenciados tém maior chance de fazer metastase,
apresentando uma taxa de aproximadamente 55% a 96% de ocorréncia (LEMARIE et al.,
1995; CAHALANE et al., 2004; THAMM; VAIL, 2007).

Atualmente o sistema de Patnaik ainda é o mais usado sistema de classificacdo para o
mastocitoma canino. No entanto, o sistema de duas vertentes descrito por Kiupel pode tornar-
se mais amplamente adotado pelos patologistas (BLACKWOOD et al., 2012).

1.2.4 Diagnostico

O mastocitoma integra o grupo dos tumores de células redondas juntamente com o
linfoma, o histiocitoma, o tumor venéreo transmissivel e o melanoma (DUNCAN; PRASSE,
1979). Recomenda-se a associacdo de métodos citoldgicos, histopatologicos e imuno-
histoquimicos para o estabelecimento do diagnostico e prognéstico dos mastocitomas. Em
estudo retrospectivo com tumores de células redondas demonstrou-se elevada eficacia da
citologia no diagnostico desses processos (DUNCAN; PRASSE, 1979). As técnicas
histologicas sdo menos eficientes na evidenciacdo de granulacao citoplasmatica de mastocitos,
mas fundamentais para a caracterizagdo da distribuicdo das células tumorais, aspecto central
na graduacdo de uma neoplasma infiltrativa como este (BOSTOCK, 1973; PATNAIK et al.,
1984). Embora varios autores tenham proposto classificacdes histologicas para 0s
mastocitomas, a mais adotada até o0 momento € a de Patnaik et al., 1984 (MACY, 1985;
O’KEEFE, 1990; PULLEY; STANNARD, 1990; ROGERS, 1996; STREFEZZI et al., 2003),
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constituindo-se o fator progndstico mais importante nesses processos (GIEGER et al., 2005).
Nesta, os tumores sdo divididos em graus de acordo com a distribuicdo e as caracteristicas
morfologicas das células tumorais. Assim, neoplasmas de grau | apresentam baixa
celularidade, sendo compostos por mastocitos bem diferenciados, distribuidos em fileiras,
com limites citoplasméaticos bem definidos e nucleo hipercromético restritos a derme
superficial e interfolicular. Os de grau 11 exibem celularidade moderada, sendo compostos por
células moderadamente pleomorficas, com nucleos redondos ou indentados, cromatina frouxa
e limites citoplasmaticos imprecisos, distribuidos difusamente pela derme e/ou tecido
subcutaneo e musculatura. J& os de grau Ill sdo hipercelulares, constituidos por populacéo
celular pleomorfica, com eventuais células gigantes e elevada atividade mitética. Extensas
areas de hemorragia e necrose acompanham o tumor que invade o tecido subcutaneo e
adjacéncias (PATNAIK et al., 1984). A sobrevida média relaciona-se com o grau histologico
tumoral, assim animais com tumor de grau | apresentam sobrevida média de 51 semanas
depois do diagnéstico, os de grau 11, 28 semanas e os de grau 11, 18 semanas (SIMOES et al.,
1994). Mais recentemente, em razdo da elevada incidéncia e da baixa eficacia prognéstica em
mastocitomas cutaneos de grau Il, uma nova classificacdo foi proposta por Kiupel et al.
(2011) dividindo as neoplasias em processos de alto e baixo grau de malignidade, admitindo-
se como critérios centrais para distingdo a atividade proliferativa e as atipias celulares no
tecido tumoral. Os cées portadores de mastocitomas de alto grau exibiram reducdo no periodo

livre de doenca e na sobrevida.

1.2.5 Marcadores Progndsticos em Mastocitomas

A avaliacdo histoldgica encerra certo grau de subjetividade, existindo variaces
interobservador (STREFEZZI et al., 2003), além de casos com caracteristicas limitrofes entre
graus distintos. Assim, é importante o emprego de méetodos auxiliares com valor prognastico.
Sdo particularmente relevantes nos mastocitomas os marcadores de proliferacdo celular,
destacando-se as AgNORs e o Ki-67. Em estudo de Scase et al. (2006), evidenciou-se a
possibilidade de predizer a evolugédo da doenga com o uso de dois marcadores de proliferacéo
celular: as AgNORs e o Ki-67. Abadie et al. (1999) demonstraram a relagdo inversa entre a
expressdo de Ki-67 e a sobrevida em cées portadores de mastocitomas. A identificacdo de
mutacdo em p53 mostrou-se de pouca utilidade prognostica em mastocitomas de cdes (GINN
et al., 2000). Ranieri et al. (2003) evidenciaram correlagdo entre grau de malignidade,

densidade microvascular, densidade mastocitaria e prognostico em mastocitomas caninos.
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Preziosi et al. (2004), Carreira et al., (2007) corroboraram a diferenca entre a vascularizacéo
em tumores de grau | e Ill de malignidade. Estudos recentes tém evidenciado também uma
relacdo inversa entre a expressdo de c-kit nas células tumorais e a sobrevida do animal
(KIUPEL et al., 2004). Também na nova classificacdo proposta por Kiupel et al. (2011)
animais com tumores de baixo grau apresentaram sobrevida média superior a dois anos,
enquanto os portadores de mastocitomas de alto grau exibiram sobrevida média inferior a

quatro meses.
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2 OBJETIVO(S)

2.1 Geral(is)

Promover o bem-estar animal qualificando o diagndstico laboratorial de doencas
oncologicas em pequenos animais por meio da pesquisa de parametros prognésticos em

neoplasias de elevada incidéncia em cées.

2.2 Especifico(s)

— Investigar, quantitativamente, a expressao de KIT no sangue periférico de cées
higidos;

— Investigar, quantitativamente, a expressao de KIT no sangue periférico de cées
portadores de mastocitomas, por PCR-RT;

— Comparar os niveis sanguineos de KIT em cdes higidos e em portadores de
mastocitomas; e

— Comparar padrdo de imunomarcagdo no tecido neoplasico com expressdo de KIT

Nno sangue.
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3 JUSTIFICATIVA
Os mastocitomas cutaneos estdo entre os processos oncoldgicos mais frequentes em

cdes, justificando-se, em razéo da elevada morbidade e mortalidade, a busca por indicadores

prognosticos e potenciais alvos terapéuticos.
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4 RELEVANCIA

Com o crescimento do numero de cées domiciliados, associado ao aprimoramento das
técnicas de manejo, alimentacdo, profilaxia e terapéutica de condigbes morbidas,
proporcionando uma elevacgdo na expectativa de vida dos animais, a procura pelo atendimento
oncoldgico vem crescendo, suscitando o desenvolvimento de recursos diagndsticos,
prognosticos, preditivos e terapéuticos adicionais. Nesse sentido, este projeto visa contribuir
com a aplicacdo de um potencial marcador de agressividade biologica, ja empregado em
diversas malignidades na espécie humana, em pacientes oncologicos caninos, averiguando sua
adequacdo e aplicabilidade nessa espécie. Salienta-se que essa é uma informacdo inédita,

apresentando potencial para publicacdo em periodicos internacionais da area.
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5 ARTIGO

Expressdo sérica de KIT como um potencial marcador tumoral em mastocitomas

cutaneos caninos®
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M. G. et al., 2016. [Serum expression of KIT in canine cutaneous mast cell tumor as a
potential tumor marker.] Expressdo sérica de KIT como um potencial marcador tumoral.
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mail: biakerr86@gmail.com

Abstract: The present work was carried out to study the potential of serum expression of KIT
MRNA as a tumoral marker in canine cutaneous mast cell tumor (MCT), using reverse
transcription and quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) on blood samples. This
study was performed with 48 animals, 10 without tumoral disease and 38 dogs with MCT.
Blood was obtained by venopuncture, and cryopreserved in tubes containing EDTA. The total
RNA was extracted, reverse transcribed in cDNA and submitted to qPCR. Fifteen dogs
underwent surgical excision of the tumor and the diagnosis of MCT was histologically
confirmed, the lesions graduated and the immunoexpression of KIT evaluated. The level of
KIT transcript was standardized using the expression of B2-microglobulin, and the relative
expression calculated by AACT method. The expression of KIT was detected in 72,9% of the
samples, including all the control samples and 25 from MCT carriers, treated or not, with
overexpression in 76% of the cases (p<0,01, Mann-Whitney test). In humans with
mastocytosis soluble KIT levels, in particular, seem to reflect the extent and severity of
disease. Here we observed that peripheral blood KIT expression quantification is a promising

method in order to identify MCT carriers, submitted or not to chemotherapy.

Keywords: Dogs; KIT; Mast Cell Tumor; Tumor Marker.
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Resumo: Neste trabalho buscou-se avaliar o potencial da expressdo de RNAm de KIT no soro
de cées portadores de mastocitomas cutdneos (MCT) como um marcador tumoral dessas
neoplasias, usando a transcricao reversa e a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT-
gPCR). O estudo foi conduzido com 48 animais, sendo 10 livres de neoplasia, usados como
grupo controle, e 38 portadores de MCT. As amostras de sangue desses pacientes foram
obtidas por puncdo venosa e criopreservadas em tubos contendo EDTA. O RNA total foi
extraido, feita a transcricéo reversa do cDNA e a PCR quantitativa. O diagnostico foi feito por
citologia ou histopatologia, sendo nesses casos procedida a graduacdo e a pesquisa da
imunoexpressdo de KIT. O nivel de transcricdo de KIT foi normalizado usando a expresséo de
B2-microglobulina, sendo a expressdo relativa calculada pelo método AACT. A expressdo de
KIT foi detectada em 72,9% das amostras, incluindo todas as amostras do grupo controle e 25
dos portadores MCT, tratados ou ndo, com superexpressdo em 76% dos casos (p<0,01, teste
de Mann-Whitney). Os seres humanos com mastocitoma, nos niveis de KIT, em particular,
parecem refletir a extensdo e gravidade da doenca. Neste trabalho observamos que a
expressdo e a quantificacdo do KIT no sangue periférico desses caes € um método promissor
para identificar portadores de MCT, submetidos ou ndo a quimioterapia.

Palavras-chave: Cées; KIT; Marcador Tumoral; Mastocitoma.



28

1. INTRODUCAO

Mastocitomas sdo tumores derivados de mastdcitos, compreendendo de 7% a 21% das
neoplasias cutaneas de cdes (MACY, 1985). As racas mais acometidas sdo as que apresentam
0 buldogue como ancestral, destacando-se a Boxer e a Boston Terrier. Merecem referéncia
ainda os retrievers, como o Labrador e o Golden, e animais da raga Sharpei, nas quais, em
oposicdo ao relatado para os Boxers, 0 surgimento da neoplasma € mais precoce e 0
prognostico mais reservado (MACY, 1985). Embora haja relatos de mastocitomas primarios
de visceras, como o baco, o figado, os rins, a laringe, o trato gastrintestinal e os linfonodos, 0s
sitios primarios mais importantes sdo a pele e o tecido subcuténeo, constituindo os
mastocitomas cutaneos. Recomenda-se a associacdo de métodos citoldgicos, histopatologicos
e imuno-histoquimicos para o estabelecimento do diagndstico e prognostico desses processos,
sendo as classificagdes mais usadas as de Patnaik et al. (1984) considerando trés graus, e a
Kiupel et al. (2011) dividindo as neoplasias em processos de alto e baixo grau de malignidade.
Turin et al. (2006) evidenciaram a expressao de KIT em animais portadores de mastocitomas,
no tecido tumoral, e, em menor quantidade, no sangue periférico.

O proto-oncogene KIT codifica para um receptor transmembranal de 14,5kD
denominado KIT ou receptor do fator de célula tronco, CD117 (MORINI et al., 2004). KIT
desempenha vérias fungdes durante o desenvolvimento fetal, sendo sua expressdo
constitutivamente preservada em células tronco embrionarias, relacionada a manutencéo de
seu estado indiferenciado e sua pluripotencialidade (LU et al., 2007). Em cées, a expressao de
KIT é intensa em mastdcitos, células intersticiais de Cajal e células de Purkinje, e de
moderada a fraca em células epiteliais ductais e acinares mamaérias e em epitélio endometrial
(MORINI et al., 2004), apresentando-se em algumas neoplasias, como mastocitomas, tumores
estromais gastrintestinais (GIST), carcinoma ovariano, mamarios, seminomas e tumores
melanociticos (LONDON et al., 1996; BETTINI et al., 2003; FROST et al., 2003).

Neste estudo é quantificada a expressdo de KIT no sangue periférico de cdes

portadores de mastocitomas cutaneos, avaliando-se seu potencial como um marcador tumoral.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Paulista-UNIP, sob o protocolo 004/09. Foram usadas amostras de tecido tumoral e de sangue
de 38 cdes portadores de mastocitomas cutéaneos e de sangue de dez animais higidos. Os dez
animais do grupo controle foram provenientes do canil da Escola de Ciéncias Médicas e da
Saude da Universidade Metodista de Sdo Paulo, sendo submetidos rotineiramente a avaliacdo
clinica. No transcurso do projeto, dois destes vieram a 6bito, corroborando-se a auséncia de
mastocitoma pela avaliacdo necroscépica. As amostras de sangue e tumorais dentro do grupo
experimental foram predominantemente provenientes do setor de Cirurgia do HVET/UNIP e
do setor de Oncologia do HOVET/UMESP. Foram critérios de inclusdo a existéncia de
diagnostico prévio de mastocitoma, citoldgico ou histopatoldgico, e a presenca do tumor,
admitindo-se animais com ou sem tratamento. Os Ultimos receberam a associacdo de
prednisona na dose de 1 mg/kg ao dia por via oral e vimblastina na dose de 2 mg/m?
semanalmente, por via endovenosa, com numero variado de ciclos no momento da
amostragem. Foram excluidos do estudo cdes com diagnéstico de mastocitoma que ja haviam
realizado a exérese tumoral. As amostras de tecido neoplasico, proveniente de bidpsia ou de
exérese, foram imediatamente imersas em solucdo de formol a 10%, procedendo-se posterior
inclusdo em parafina, sendo os blocos submetidos a microtomia, produzindo-se cortes com
4um de espessura, corados pela hematoxilina-eosina. As laminas foram examinadas em foto
microscopio optico Olympus BX60, com camara Sony CCD-IRIS-RGD, procedendo-se 0
diagndstico histopatoldgico e a graduacdo neoplésica por dois observadores (JGX, SRK),
segundo os critérios estabelecidos por Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011). As amostras
neoplasicas foram submetidas a avaliagdo imuno-histoquimica pesquisando-se a expressdo de
KIT, empregando-se anticorpo policlonal de coelho anti-humano CD-117, DAKO, na dilui¢do
1:200. Cortes histoldgicos de 4 um foram dispostos em laminas e submetidos a recuperagdo
antigénica pelo calor em panela de pressdo, contendo solucdo tampdo de citrato de sodio a
0,01M, pH 6,5, por 5 minutos em ebulicdo. Apos resfriamento da solucdo foi feita lavagem
das laminas em solugdo salina tamponada (PBS). Seguiu-se o bloqueio da peroxidase
enddgena através da incubacéo por 30 minutos em solucgéo contendo 80% de alcool metilico e
20% de perdxido de hidrogénio 30 volumes, seguindo-se lavagem das laminas por 3 vezes em
PBS. A etapa seguinte foi a incubagdo com o anticorpo primario diluido em solu¢do composta
por 0,5 ml de azida sodica a 5%, 0,25 ml de aloumina bovina fracdo V (Sigma) a 5% e 12 ml

de PBS. As laminas permaneceram em camara Umida por 12 h a 4 °C. Retiradas as laminas da
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camara Umida foi realizada a lavagem com pisseta contendo tampdo TRIS-HCI ph 7,6.
Seguiu-se a incubacdo com anticorpo secundario (ADVANCE HRP Link) e complexo
peroxidase (ADVANCE HRP Enzyme). Depois da incubacédo as laminas foram lavadas com
pisseta contendo tampdo TRIS-HCI pH 7,6. Para a revelacdo foi empregada solucao contendo
20 pL do cromogeno diaminobenzidina para cada mL de cloridrato de imidazol ph 7,5 (Dako)
sobre a lamina, deixando reagir por um minuto. Seguiu-se a lavagem com tampéo TRIS-HCI
pH 7,6, contracorando-se pela hematoxilina, lavagem das laminas em &gua corrente e um
banho rapido em agua amoniacal a 0,2%, desidratacdo, diafanizacdo e montagem em resina
sintética e laminula. As amostras foram consideradas positivas a partir da expressdo de KIT
em ao menos 5% das células neoplésicas. A intensidade foi referida como forte, moderada ou
fraca e a distribuicdo como focal (menor do que 30% das células), intermediaria (entre 30% e
70% das celulas) e difusa (superior a 70% das células). Foi referida também a localizacéo
celular da marcacdo, considerando-se como alternativas a marcacdo citoplasmatica, nuclear,
membranal e paranuclear. As amostras de sangue periférico foram obtidas por punc¢do venosa,
recolhendo-se 2,0 ml de sangue em frasco contendo EDTA, sendo a amostra mantida sob
congelacdo em nitrogénio liquido ou em solucdo de RNALater®, seguindo-se a realizacdo da
extracdo de RNA. O RNA total foi extraido a partir de 250 pL de sangue com Trizol
(Invitrogen Life Technologies), segundo protocolo do fabricante. Em resumo, a amostra foi
misturada com 750 pL de Trizol e incubada por cinco minutos a temperatura ambiente. Ap6s
esse periodo, adicionamos 0,2 volumes de cloroférmio, seguindo-se de agitacdo vigorosa e
incubacdo por mais trés minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo da amostra
(12.000 xg, 15 minutos, 4 °C), a fase aquosa superior foi transferida para outro tubo. A esta
fase adicionamos um volume de isopropanol e incubamos por dez minutos. A amostra foi
centrifugada (12.000 xg, 10 minutos, 4 °C), o sobrenadante desprezado e o precipitado lavado
com 1 mL de etanol 75% (v/v) por centrifugagdo (7.500 xg, 5 minutos, 4 °C). Por fim, o
etanol foi desprezado e o precipitado seco por 5 min a temperatura ambiente antes de ser
ressuspenso em H,O livre de RNase/DNase. A pureza e concentracdo do RNA foram
mensuradas em espectrofotdmetro (260/280 nM). Seguiu-se a sintese do cDNA: até 5ug de
cada amostra de RNA total foi reversamente transcrita utilizando-se a enzima M-MLV
transcriptase reversa e oligonucleotideos randémicos (Invitrogen Life Technologies). Neste
protocolo, 0 RNA total foi diluido em H,O livre de nucleases em um volume final de 11 pL.
A este volume foram acrescentados 1 uL de oligonucleotideos randémicos (3 pg/uL) e 1 puL

do mix de dNTPs (10nM). A amostra foi submetida a aquecimento a 65 °C por 5 minutos, e
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em seguida colocada em gelo antes da adi¢do de 4 puL do tampéo da enzima (5X) e 3 pL de
DTT (0,1M). Apo0s incubacdo a 37 °C por 3 minutos, 1 puL (200U) da enzima M-MLV
transcriptase reversa foi adicionado, e a reacdo permaneceu a 37 °C por uma hora. Apds este
periodo a enzima foi inativada a 95 °C por 5 minutos. Ao volume final da reacdo de 20 pL
foram adicionados 80 pL de agua e o cDNA armazenado a —20 °C até o uso. A quantificacdo
da expressdo do gene KIT foi realizada em experimentos de PCR em tempo real. Para isso
usamos a plataforma 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Este protocolo
adota dois iniciadores ndo fluorescentes e uma sonda com dupla marcacdo que se anela a
regido localizada entre os iniciadores. Essa marcagédo dupla é formada por um fluoroforo que
emite luz quando excitado e um quencher que absorve a luz emitida pelo fluoréforo. Durante
os ciclos da PCR, a sonda é quebrada pela Tag polimerase na etapa de extensdo do iniciador
anelado. Esta quebra da sonda elimina a absorcéo pelo quencher da fluorescéncia emitida que
pode ser entdo medida atraves de uma camera situada na parte superior do equipamento. A
quantificacdo da emissdo absorvida pela camera depois da quebra da sonda permite a
quantificacdo indireta do DNA alvo contido na reacdo apos cada ciclo da PCR. Experimentos
iniciais de quantificacdo absoluta com o gene controle f2-microglobulina validaram o cDNA
antes da realizacdo dos experimentos de quantificacio do gene de interesse. Para
quantificacdo relativa do gene KIT em estudo normalizamos a expressao deste em relacdo a
expressdao do gene controle B2-microglobulina. Para cada animal foi feito um ensaio em
duplicata. O nivel de expressdo de KIT foi obtido pela quantificacdo relativa através do
método AACT. Para tanto, empregamos a equacdo AACt = (C+ gene alvo, mastocitoma — Ct
controle enddgeno, mastocitoma) — (Ct gene alvo, normal — Ct controle endégeno, normal).
Os niveis de expressio em vezes foram determinados por 2“". Os iniciadores e sondas
utilizados nas reacbes de qRT-PCR foram encomendados a Applied Biosystems. Os
experimentos de gRT-PCR foram realizados em reacBGes contendo 10 pL do mix TagMan
Universal PCR Master Mix 2X, 1 puL do ensaio 20X composto por sonda e iniciadores
especificos, e 2 pL de cDNA em um volume final de 20 pL. A condi¢do usual de
programacéo dos ciclos foi um passo a 50 °C por 2 minutos, um passo a 94 °C por 10 minutos
seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos e 60 °C por 60 segundos. Foi usado o
threshold automatico.
A comparagao entre a expressao sérica de KIT nos grupos foi procedida por meio da

analise de variancia (ANOVA-Mann-Whitney).

3. RESULTADOS
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Os dados referentes aos integrantes dos grupos controle e experimental, como raca,
sexo, idade, presenca ou ndo de tumor, graduagdo histolégica, emprego ou ndo de
quimioterapia, expressao de KIT no tumor e presenca no sangue estdo expressos no Quadro 1.
Quadro 1 — Relacdo de amostras avaliadas, considerando-se raca, sexo, idade, presen¢a de mastocitoma, grau

histolégico tumoral, tratamento quimioterapico, imunomarcagdo de KIT no tumor e detecgdo de KIT no sangue,
sendo: (-): ausente (+): presente, NA: ndo avaliado

Animal Raca Sexo Idade Tumor Grau Quimio KIT KIT
(anos) tumor sangue
01 srd F 5 - - - NA +
02 srd F 3 - - - NA +
03 srd M 4 - - - NA +
04 srd M 6 - - - NA +
05 Labrador M 4 - - - NA +
06 srd M 7 - - - NA +
07 srd M 8 - - - NA +
08 srd M 5 - - - NA +
09 srd M 7 - - - NA +
10 srd F 12 - - - NA +
11 srd F 8 + | - | -
12 srd M 11 + 1] - 1 -
13 Labrador M 9 + 1l - 1] -
14 srd M 9 + NA - NA +
15 srd F NA + NA - NA -
16 Boxer M NA + NA - NA +
17 srd M 14 + 1 - 1l -
18 Cocker Spaniel F 10 + 11 - Il +
19 Pit Bull M 6 + NA - NA +
20 Boxer M 7 + | - | -
21 Boxer M 9 + 1 - 1l +
22 srd M NA + 11 - I +
23 vizsla F 5 + NA - NA +
24 srd F 5 + NA - NA +
25 Dachshund F 11 + NA - NA +
26 Rottweiler M 11 + | - | +
27 Rottweiler M 6 + NA - NA +
28 Dachshund M 11 + NA + NA +
29 Cocker Spaniel F 10 + 11 + Il -
30 SRD M 12 + 1 + ] +
31 Boxer M 8 + 1 + | -
32 Boxer M 10 + 1 + 1 -
33 Bernese M 7 + 1 + 1 -
34 srd M 9 + 11 + NA -
35 srd M NA + 1l + Il -
36 Pinscher M 14 + NA + NA +
37 srd M 15 + NA + NA +
38 Pinscher F 12 + 1 + NA -
39 Beagle M 11 + NA + NA +
40 Terrier Brasileiro M 6 + NA + NA +
41 Boxer M 10 + NA - NA +
42 Boxer F 10 + NA + NA +
43 Pit Bull F 9 + NA - NA +
44 Labrador M 6 + NA + NA +
45 srd F 6 + NA - NA +
46 srd F 11 + NA - NA +
47 Dachshund M 9 + NA - NA +
48 srd M NA + 1 + NA +
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O grupo experimental foi subdividido em animais ndo tratados (24 casos), e tratados
com quimioterapia neoadjuvante (14 casos). As amostras citologicas foram utilizadas para o
diagnostico tumoral em 52,6% dos casos (20/38), caracterizando-se pelo predominio de
células redondas, dotadas de granulacdo citoplasmatica, distribuidas isoladamente ou em
aglomerados, sem arquitetura preferencial. Nesses casos ndo foi realizada a graduacgéo
histolégica e a imunomarcacdo, restritas aos casos em que foram procedidas bidpsias
incisionais. Estes compreenderam 47,4% dos processos avaliados (18/38), predominando os
tumores de grau Il de Patnaik (Figura 1), correspondendo a 61,1% dos casos (11/18),
seguindo-se os de grau Il (4/18) (Figura 2) e finalmente os de grau | (3/18) (Figura 3).
Empregando-se a classificacdo de Kiupel foram nove casos de baixo e nove de alto grau de
malignidade. Buscou-se ainda a caracterizacdo da imunoexpressdo de KIT nas células
neoplasicas e a mensura¢do do mRNA de KIT no sangue circulante.

O anticorpo policlonal de coelho anti-KIT (CD117), DAKO, apresenta reatividade
cruzada com o equivalente canino, resultando em imunomarcacdo de boa qualidade. Neste
estudo foram submetidos a imunomarcacdo 15 casos de mastocitomas, identificando-se
imunopositividade para KIT em todas as amostras, predominando o padrdo Il de marcacao,
caracterizado pela marcacéo citoplasmatica leve com positividade paranuclear intensa (figura
4), presente em 66,7% dos casos (KIUPEL et al., 2004). Padrdo membranal e citoplasmético
intenso (Figuras 5 e 6) de imunoexpressédo de KIT foram identificados, respectivamente, em

26,7% e 6,6% dos casos analisados.
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Figura 1 — Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo, grau Il de malignidade (Amostra 12), exibindo subverséo
arquitetural local por populacdo de mastocitos distribuida solidamente, com anisocariose e infiltragdo
eosinofilica. Hematoxlina-eosina, 40x.

Figura 2 — Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo, grau Il de malignidade (Amostral8), com elevada
densidade celular, associada a perda de granulacéo citoplasmética e incremento mitético. Hematoxilina-eosina,
40x.

Figura 3 — Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo, grau | de malignidade (Caso 11), apresentando corddes de
mastdcitos, exibindo ndcleo basofilico homogéneo. Hematoxilina-eosina, 40x.

Figura 4 — Fotomicrografia de mastocitoma cutdneo (Amostra 32), exibindo elevada densidade celular com
imunomarcacdo paranuclear para KIT, compativel com padrdo Il de imunomarcacdo, ADVANCE HRP,
contracorado com hematoxilina, 40x.

Figura 5 — Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo (Amostra 26), exibindo positividade membranal das células
neoplasicas para KIT, compativel com padrédo | de imunomarcagdo, LSAB, contracorado com hematoxilina, 40x.

Figura 6 — Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo (Amostra 13), exibindo intensa positividade citoplasmatica
difusa das células neoplésicas para KIT, compativel com padrdo Ill de imunomarcacdo, ADVANCE HRP,
contracorado com hematoxilina, 40x.
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Para a pesquisa do mRNA de KIT no sangue utilizou-se tanto o congelamento da
amostra quanto uma solucdo para preservacdo do RNA, com maior emprego da primeira.
Evidenciou-se um padrdo de expressdo semelhante do marcador endégeno em amostras de
sangue de animais controle em relacdo a cdes com tumor que expressaram KIT (Figura 7). Em
paralelo identificou-se diferenca na expressdo de p2-microglobulina quando se comparou 0s
grupos de animais portadores de neoplasia que expressaram ou ndo KIT (Figura 8). Nestes
casos observou-se uma amplificacdo tardia de PB2-microglobulina nos animais que néo
expressaram no sangue periférico (Figura 8). Tal fato ocorreu em 41,2% das amostras
preservadas sob congelamento e em 30% das amostras mantidas em solucao.

Foi detectada expressdo de KIT no sangue de todos os animais do grupo controle,
permitindo a utilizacdo desse nivel basal como pardmetro para interpretacdo da expressdo em
cdes portadores de mastocitomas, estabelecendo-se niveis superiores e inferiores,
respectivamente, de super e de subexpressdo do gene. Vale destacar que, proporcionalmente,
a populacdo negativa para KIT dentro do grupo de animais submetidos a quimioterapia foi
superior a dos animais sem tratamento, correspondendo, respectivamente, a 42,9% (6/14) e
29,2% (7/24) dos casos. Houve diferenca estatisticamente significativa entre a expressao de
KIT em animais higidos e portadores de mastocitomas cutaneos, com p < 0,01, teste de Mann
Whitney (Figura 9).

Figura 7 — Expressdo de p2-microglobulina no sangue de cdes normais e de portadores de mastocitoma com
expressdo sérica de KIT (diferenca estatisticamente ndo significativa com p = 0,7778, Mann-Whitney). Todos 0s
valores estdo distribuidos entre as barras (os quartis 25, 50 e 75 dentro das caixas), exceto os valores extremos.
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Figura 8 — Expressdo de B2-microglobulina em sangue de cées portadores de mastocitomas com ou sem
expressdo sérica de KIT (diferenga estatisticamente significativa com p = 0,0145, Mann-Whitney). Todos os
valores estdo distribuidos entre as barras (os quartis 25, 50 e 75 dentro das caixas), exceto os valores extremos.

35

20 4

25 -
=

& 20 J_
TRER I

10 -

—|— i
1

ciit - ckit +

Figura 9 — Niveis de expressdo sérica de KIT em cdes dos grupos higido (n =
diferenca estatisticamente significante entre eles (p < 0,01, Mann Whitney).
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Figura 10 — Expressdo relativa de KIT no sangue de cdes portadores de mastocitomas em relagdo a expressao
média no sangue de cdes ndo portadores, mostrando superexpressdo (> 1) em 19 casos, ou subexpressdo (< 1),
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Conforme apresentado na Figura 10, considerando-se apenas 0s animais que
expressaram 0 gene KIT, evidenciou-se superexpressdo no sangue de 76% dos animais
(19/25) e subexpressdao nas amostras de 24% (6/25) dos cées portadores de mastocitoma. Se
considerarmos também animais com tumor que ndo expressaram KIT no sangue, 0 que
representaria 0 maximo da subexpressdo, teriamos um percentual de 50% dos animais com
tumor apresentando reducdo na expressdo de KIT (19/38). Os cdes portadores de tumor
submetidos a quimioterapia apresentaram expressao de KIT no sangue em 57,1% dos casos.
Dentre eles 25% tiveram subexpressdo, havendo 75% de superexpressdo sérica de KIT. Ja
dentre os animais néo tratados identificou-se KIT no sangue em 70,8% das amostras, com
superexpressdo em 76,5% dos casos.

Devido ao baixo numero de casos, ndo foi possivel estabelecer uma correlacao entre
padrdo de expressdo celular de KIT e nivel plasmatico do mesmo, observando-se que em
apenas cinco animais foi possivel a obtencdo de imunoexpressdo tumoral associada a
identificacdo plasmaética de KIT. Sendo evidenciada superexpressdo em quatro dos casos,
sendo um com padrdo | de imunoexpressdo e trés com padrdo Il. Em apenas um caso
evidenciou-se, em paralelo padrdo Il de KIT em células neoplésicas e reducdo nos niveis
séricos de KIT.

Em relacdo a graduagdo histoldgica e expressdo sérica, observou-se superexpressao
sérica nos trés casos de tumores de alto grau em que foi identificado o marcador no sangue.
Nos trés casos de tumores de baixo grau, evidenciou-se subexpressdo em 2, com elevacdo do

nivel sérico em apenas 1 caso.

4. DISCUSSAO

Com a incidéncia crescente de neoplasias associada a maior expectativa de vida dos
cdes, a busca por marcadores tumorais tem se intensificado, em particular para as condic¢oes
mais frequentes, como as neoplasias de mama e pele. No caso dos mastocitomas os principais
marcadores utilizados relacionam-se ao prognostico do processo, requisitando para a sua
deteccdo amostra do tecido neoplésico (STREFEZZI et al., 2012; CASAGRANDE et al.,
2013). Neste estudo se buscou uma alternativa para essa limitagdo, pesquisando-se a
possibilidade do uso do sangue periférico como veiculo de um potencial marcador, o gene
KIT. Estudos em Medicina Veterinaria utilizando o PCR para a quantificacdo da expresséo de
KIT séo escassos, particularmente em termos quantitativos. London et al. (1996) empregaram

0 PCR para a pesquisa de KIT em amostras de bidpsia em casos de mastocitomas caninos,
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enquanto Kubo et al. (1998) realizaram PCR competitivo-quantitativo para evidenciar elevada
expressdao de KIT em mastocitomas caninos comparativamente a expressao em carcinoma
mamario e baco normal. Um aspecto central nessa abordagem € a preservacao da integridade
do RNA, destacando-se na literatura a adocdo do congelamento da amostra ou de sua imersao
em solucgdes de preservacdo do RNA (BEEKMAN et al., 2009). Em nosso estudo usou-se
tanto o congelamento quanto a solucdo para preservagdo do RNA, com maior emprego da
primeira. Identificou-se diferenca na expressao de B2-microglobulina quando comparados 0s
grupos de animais portadores de neoplasias que expressaram ou ndo KIT, com amplificacdo
tardia de B2-microglobulina nos animais que ndo expressaram KIT no sangue periférico,
sugerindo a possibilidade de uma menor qualidade da amostra nessas situagfes. A presenca de
KIT no sangue periférico ndo guardou relacdo com a graduacao histologica, ou com o grau de
diferenciacdo das células neoplésicas, identificando-se hiperexpressdo de KIT em neoplasias
dos trés graus possiveis, porém, considerando-se a graduacdo de Kiupel et al. (2011) nos
casos de alto grau em que houve mensuracgao observou-se hiperexpressdo sérica de KIT.

A estrutura e sequéncia de aminoacidos de KIT é bem preservada filogeneticamente,
existindo grande analogia entre a proteina de ratos e a humana (MA et al., 1999). Tal
semelhanc¢a fundamenta a reatividade imuno-histoquimica do anticorpo policlonal de coelho
anti KIT humano, previamente empregado em estudos com cédes (FROST et al., 2003;
MORINI et al., 2004) que reconhece a por¢do C-terminal de um dominio intracelular,
altamente preservado entre as espécies. O padrdo de imunomarcacdo para KIT nas células
neoplasicas foi caracterizado por Kiupel et al. (2004) evidenciando-se uma correlacdo entre
padrdo de expressdo da oncoproteina e o progndstico de mastocitomas caninos, achado
variavel segundo a amostragem (PASSANTINO et al., 2008; CASAGRANDE et al., 2013).

Neste estudo foi detectada expressdo de KIT no sangue de todos os animais do grupo
controle, permitindo a utilizacdo desse nivel basal de expressdo como parametro para
interpretacdo da expressdo em cdes portadores de mastocitomas estabelecendo-se niveis
superiores e inferiores, respectivamente, de super e de subexpressdo do gene. Tais achados
contrastam com o trabalho de Turin et al. (2006) no qual ndo foi evidenciada expressdo de
KIT no sangue periférico de cdes ndo portadores de mastocitomas. A auséncia de expressédo de
KIT no sangue periférico de animais portadores de mastocitomas ocorreu em 34,2% dos casos
(13/38), principalmente em animais submetidos a quimioterapia.

Em portadores de leucemia mieloide cronica e em pacientes com GIST é relatada uma
discreta elevacdo nos niveis séricos de KIT em comparagdo com homens higidos (BONO et

al., 2004). Akin et al. (2000) identificaram uma correlagdo direta entre a elevacdo dos niveis
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plasméticos de sKIT e a severidade do quadro em pacientes com mastocitose. Tais achados
suscitaram a hipdtese de uma potencial elevacéo nos niveis de KIT no sangue de portadores de
mastocitomas, evento demonstrado em 76% dos casos em que houve expressdo do gene. A
explicacdo para a subexpressao nos demais casos pode relacionar-se a restri¢cdo da populacéo
de células neoplasicas ao sitio de crescimento tumoral, com eventual clivagem do KIT
membranal e ingresso de sua fracdo extracelular para o plasma, porém sem a liberacdo das
células ou de seu genoma integro para o sangue periférico. Proporcionalmente houve reducao
na expressdo do gene em animais submetidos a quimioterapia. Dados da literatura referem a
queda nos niveis de KIT soltvel durante terapia com imatinib, sendo a hipotética explicacdo
para esse evento a reducdo no volume tumoral. Porém, essa queda ocorre também em
pacientes que ndo apresentam involucdo tumoral. Em consonancia, considerando-se pacientes
com melanoma-KIT+, evidenciou-se o declinio nos niveis séricos de KIT mediante a terapia,
mesmo com a progressao da doenca, evento de patogénese ainda pouco compreendida
(BONO et al., 2004).

Apesar do numero restrito de casos estudados e do padrdo heterogéneo de expressao,
foi possivel observar uma tendéncia a elevacdo na expressdao de KIT no sangue de caes
portadores de mastocitoma em comparacdo aos ndo portadores, ocorrendo, particularmente
em cdes ndo submetidos a quimioterapia. Tais achados sugerem que a utilizacdo do nivel
sanguineo de KIT como sinalizador de recorréncia tumoral ou de doenca minima residual em

animais submetidos a quimioterapia € um procedimento promissor.
5. CONCLUSAO

Cées portadores de mastocitomas apresentam uma tendéncia a hiperexpressdo do gene
KIT no sangue periférico, tornando sua mensuracgdo sérica um procedimento promissor para o

acompanhamento dos pacientes, permitindo a pesquisa de recorréncia e doenca minima

residual.
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