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Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
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RESUMO

O mastocitoma cutaneo (MTC) canino € uma neoplasia maligna constituida por
mastocitos, que corresponde a aproximadamente 11% das neoplasias
cuténeas do cdo. A classificacdo histopatoldgica em trés graus de malignidade,
proposta por Patnaik et al. (1984) para os MTCs é o principal fator progndstico.
Recentemente, uma nova classificagdo com dois graus de malignidade foi
proposta (KIUPEL et al.,, 2011) e parece trazer menor discordancia na
graduacédo. Neste estudo foram avaliadas as expressdes proteicas de SCF,
IGF-1, m-TOR e c-KIT através da técnica de imunoistoquimica (IHQ) em MTCs
caninos em busca de novos fatores progndésticos. Analisaram-se as relacdes
entre estas quatro proteinas e, entre IGF-1 e SCF com fatores progndsticos
como o grau histoldgico, indice mitético e proliferacdo celular, além de dados
epidemiologicos como idade, género, porte fisico e localiza¢do da lesdo. Foram
utilizadas 133 amostras de MTCs de 133 cades dispostas em laminas de
microarranjo de tecidos (TMA). A associacdo estatistica foi observada entre a
expressdo de SCF e grau histologico de acordo com Kiupel et al. (2011), indice
mitotico, proliferacdo celular pelo KI-67, localizacdo da leséo, idade, c-KIT e
IGF-1. A expressao do fator de crescimento IGF-1 teve relagdo com o indice
mitético, o porte fisico dos animais e a expressao de c-KIT e m-TOR. A
expressdo de SCF esta relacionada ao padrdo aberrante de expressao do seu
receptor c-KIT. Com base nas relacbes observadas podemos concluir que as
proteinas IGF-1, m-TOR, SCF e c-KIT interagem no desenvolvimento dos
MTCs caninos e que cdes de porte grande e gigante apresentam maior
expressdo de IGF-1, corroborando com maior incidéncia de MTCs nestas
ragas.

Palavras chave: Cao; fatores de crescimento tecidual; mastocitoma cutédneo
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FERIOLI, R.B. Expression of insulin-like growth factor type 1 (IGF-1),
mammalian target of rapamycin (m-TOR), steam cell factor (SCF) and c-
KIT receptor (CD117) in cutaneous mast cell tumors in tissue microarray
(TMA) slides. Botucatu, 2012, 75p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho.”

ABSTRACT

The canine mast cell tumor (MTC) is a malignant neoplasm composed of mast
cells, which corresponds to approximately 11% of cutaneous neoplasms of the
dog. The histopathological classification in three grades of malignancy,
proposed by Patnaik et al. (1984), for MTCs is the main prognostic factor.
Recently, a new classification with two malignancy degrees was suggested
(KIUPEL et al., 2011) and seems to bring less disagreement in diagnosis. We
carried out the study evaluating the protein expression of SCF, IGF-1, m-TOR
and c-KIT by immunohistochemical technique (IHC) in canine MTCs searching
new prognostic factors. We analyzed the relationships between these four
proteins, and between IGF-1 and SCF with prognostic factors such as
histological grade, mitotic index and cell proliferation, as well as epidemiological
data such as age, gender, physical size and location of the lesion. Were used
133 samples of canine MTCs. The statistical association was observed between
the expression of SCF and histological grade according to Kiupel et al. (2011),
mitotic index, cell proliferation by Ki-67, lesion location, age, c-KIT and IGF-1.
The growth factor IGF-1 expression was related to mitotic index, the animals
physical size and the m-TOR expression. The SCF expression is related to the
aberrant pattern of expression of its c-KIT receptor. The association between
the IGF-1 expression and the animal size was observed, and seems to interact
with the m-TOR co-expression. Based on the observed relationships we can
conclude that IGF-1, m-TOR, SCF and c-KIT proteins interacts on the
development of canine MTCs, and large and giant-sized animals show higher
expression of IGF-1, confirming increased incidence of MTCs on these races.

Keywords: dog; tissue growth factors, cutaneous mast cell tumor
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INTRODUCAO

O mastocitoma cutaneo (MTC) é uma neoplasia maligna constituida por
mastocitos, que corresponde aproximadamente 11% das neoplasias cutaneas
do cédo (VILLAMIL et al., 2011). O comportamento biolégico do MTC é muito
variavel, podendo se apresentar como nédulo Unico com a cura pela excisdo
cirargica até uma doenca metastatica fatal (WEBSTER, et al., 2008). A
classificacdo histopatologica em trés graus de malignidade, proposta por
Patnaik et al. (1984), para os MTCs é o principal fator prognéstico, porém, ha
discordancia entre patologistas na utilizacdo destes critérios. Recentemente,
uma nova classificagdo com dois graus de malignidade foi proposta (KIUPEL et
al., 2011) e parece trazer menor discordancia no diagnostico, além de melhor
correlacdo com o tempo de sobrevida. A tecnologia de arranjo em matriz
tecidual (TMA — tissue microarray) permite uma aceleracdo massiva de estudos
correlacionando achados moleculares in situ com informacgfes clinico-
patoldgicas (BUBENDORF et al., 2001) utilizada também no estudo dos MTCs
(WEBSTER et al., 2006).

O fator de célula tronco (SCF) e seu receptor c-KIT sdo expressos em
uma grande variedade de células, incluindo mastocitos (IEMURA et al., 1994).
Na literatura veterinaria ndo ha dados sobre a expressao do IGF-1, SCF e m-
TOR, em mastocitomas cutaneos caninos atraves da técnica de
imunoistoquimica.

Na tentativa de colaborar com o estabelecimento do prognéstico pelos
clinicos para os pacientes com MTC, novos modelos de classificacdo sao
necessarios, como foi proposto por Kiupel et al. (2011). O objetivo deste
trabalho é de relacionar os marcadores, IGF-1, m-TOR, SCF e c-KIT com
dados epidemiolégicos dos animais em busca de novos biomarcadores
prognosticos para os MTCs. A hipétese principal € de que os fatores de
crescimento (SCF e IGF-1) e a proteina integradora de sinais m-TOR
influenciam no desenvolvimento do MTC.

Com o intuito de prover novas informacdes a respeito da classificacdo do
MTC, uma vez que a graduacdo histopatolégica proposta por Patnaik et al.
(1984) apresenta controvérsia entre observadores (NORTHRUP et al., 2005;
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PINCZOWSKI et al., 2008), este trabalho d& continuidade as pesquisas com

MTCs caninos.

REVISAO DE LITERATURA

Mastocitoma canino

Somente poucos anos ap0s a descoberta dos mastocitos por von
Recklinghausen e apo0s a primeira descricdo detalhada deste tipo celular por
Paul Ehrlich em 1878 em sua tese de doutorado intitulada® “Contribuicdes para
a teoria e a pratica das coloragdes histologicas” Bashford, Murray e Cramer em
1905 relataram pela primeira vez o mastocitoma cutaneo canino lancando a
semente para que em 1942 Bloom trouxesse novas informagdes a respeito
desta neoplasia (HEAD et al., 1958; CRIVELLATO et al., 2003; AMON et al.,
2010).

O MTC é uma neoplasia maligna com origem nos mastocitos, Villamil
et al., (2011) realizaram um estudo retrospectivo que avaliou 25.996 casos de
neoplasias cutaneas em caes nos EUA entre 1964-2002, observaram que 11%
dos casos eram MTCs, sendo o terceiro tipo de neoplasia mais comum, atras
apenas do lipoma e adenoma respectivamente. A literatura frequentemente
refere que 7-21% das neoplasias de pele do cdo sdao MTCs (FINNIE et al.,
1979; PRIESTER, 1973; BRODEY, 1970; ROTHWELL, 1987; GOLDSCHMIDT
e SHOFER, 1992).

Esta neoplasia ocorre mais frequentemente em animais com media de
idade de nove anos (THAMM e VAIL, 2007). Até o ano de 2011 ndo havia se
observado predilecdo sexual ou relacdo entre o género e tempo de sobrevida
global em MTCs, exceto pelo trabalho de Kiupel et al., (2005) que observaram
tempo de sobrevida menor em machos tratados apenas com excisao cirdrgica.

No entanto, Laufer-Amorim (2011) observou correlacdo entre graduacdes

! Beitra'ge zur Theorie und Praxis der histologischen Fa'rbung.
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histologicas (PATNAIK et al., 1984; KIUPEL et al., 2011) e 0 sexo dos animais,
sendo que as fémeas apresentaram mais tumores de menor grau de
malignidade do que os machos. White et al., (2011) relatam um aumento no
risco em desenvolver MTC em fémeas castradas em comparacdo com fémeas
ndo castradas, 0 mesmo ocorreu com 0s machos. H4 uma forte evidéncia de
predisposicdo racial, sugerindo uma contribuicGo genética para o
desenvolvimento do mastocitoma. Racas como o Boxer, Boston Terrier,
Bullmastiff e Labrador s&o as mais acometidas (THAMM e VAIL, 2007). Em seu
trabalho, White et al., (2011) confirmam essa predisposicao previamente
relatada, e sugerem que muitas outras racas como Rodhesian ridgeback,
Weimaraner, Vizla e Bernese mountain dog, também podem apresentar um
alto risco em desenvolver MTC.

O mastocitoma ocorre em todo o organismo, mas no tegumento 0s
locais de maior ocorréncia sao o tronco e extremidades (KIUPEL et al., 2005;
THAMM e VAII, 2007). O mastocitoma cutaneo apresenta-se, principalmente,
como leséo unica, sendo que varios nddulos primarios também podem ocorrer
(KIUPEL et al., 2005; MULLINS et al., 2006, THAMM e VAIL, 2007). Alguns
estudos sugerem que mastocitomas localizados no leito ungueal, escroto,
regides, prepucial, inguinal e perineal apresentam maior agressividade
(CAHALANE et al.,, 2004; KIUPEL et al.,, 2005; SFILIGOI et al., 2005).
Mastocitomas localizados no focinho apresentam maior frequéncia de
metastase para linfonodo regional quando comparado com outras regifes
(GIEGER et al., 2003).

Outros estudos recentes sugerem que mastocitomas subcutaneoS
podem apresentar um comportamento biologico diferente daqueles com
infiltrado dérmico e estdo associados com tempo de sobrevida maior
(THOMPSON et al., 2011 a; THOMPSON et al., 2011 b). Os resultados desses
estudos demonstraram que os perfis de progndsticos baseados na graduacédo
histoldgica, indice de proliferacdo pela contagem de figuras de mitose e
expressao pelo KI-67, bem como o padréo da proteina KIT se aplicam também
a esses tumores (THOMPSON et al., 2011 a; THOMPSON et al., 2011 b).
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O MTC canino pode apresentar recidivas locais, surgimento de novas
lesGes ou metastases principalmente para linfonodos regionais, baco, figado e
medula 6ssea (ENDICOTT et al., 2007; THAMM e VAIL, 2007).

Os sinais clinicos refletem a extensédo do envolvimento sistémico e a
presenca ou auséncia de sindrome paraneoplasica atribuida a degranulacéo
dos mastocitos e a liberacdo, principalmente, de histamina e heparina. O
animal pode apresentar sinais clinicos sisttmicos como anorexia, émese ou
hematémese, diarréia, melena e anemia (THAMM e VAIL, 2007).

O diagndstico acurado € importante para escolha apropriada do
tratamento e determinacdo do progndstico, que pode ser feito por meio dos
exames citologico e histologico da massa tumoral (PATNAIK et al., 1984;
KRICK et al., 2009; KIUPEL et al., 2011).

O exame citologico deve ser realizado antes de qualquer conduta
terapéutica, porém a histologia € necesséria para graduar o tumor e
determinar, nos casos de exérese cirlrgica, se as margens de tecido normal
estdo livres de células neoplasicas (BOSTOCK, 1973; PATNAIK et al., 1984;
KRICK et al., 2009; KIUPEL et al., 2011).

Considerando as variagfes histolégicas e o comportamento biolégico
do mastocitoma, Patnaik et al. (1984) criaram uma classificagdo e propuseram
sua adocao. Os critérios utilizados para diferenciar os niveis de malignidade do
tumor incluem: grau de pleomorfismo celular, niumero de figuras de mitose,
caracteristicas e intensidade dos granulos citoplasmaticos, e extensdo do
tumor. Esta classificagcdo permite graduar os mastocitomas em: grau 1 (bem
diferenciado), grau 2 (moderadamente diferenciado ou intermediario) e grau 3
(pouco diferenciado).

No estudo de Patnaik et al. (1984) 93% dos pacientes com
mastocitoma grau 1 sobreviveram aproximadamente 4 anos, enquanto 47%
dos pacientes com tumores grau 2 e 6% com tumores grau 3, tratados com
cirurgia, sobreviveram pelo mesmo periodo de tempo.

No entanto, a subjetividade desta classificacdo faz com que haja uma
discrepancia consideravel entre observadores na sua aplicacaob. Tais fatos
foram descritos por Northrup et al. (2005) e também por nosso grupo de
pesquisa (PINCZOWSKI et al., 2008). No estudo de Pinczowski et al. (2008),
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21,4% dos mastocitomas obtiveram a mesma graduacdo por todos os
observadores (quatro observadores) e 7,1% receberam os trés graus possiveis
de classificacao histolégica.

Algumas hipé6teses foram geradas para justificar essa discrepancia na
classificacdo dos mastocitomas, como a subjetividade da graduacao,
dificuldade em determinar a intensidade de granulag&o intracitoplasmatica,
alteracdes celulares ou até mesmo a heterogeneidade na populacao celular em
diferentes campos do mesmo tumor (NORTHRUP et al., 2005; PINCZOWSKI
et al., 2008, KIUPEL et al., 2011).

Recentemente, Kiupel et al. (2011) propuseram uma nova classificacéo
histolégica para os mastocitomas, em dois graus: baixo e alto grau de
malignidade, caracterizado por pelo menos uma das seguintes caracteristicas:
sete figuras de mitose em dez campos de maior aumento (400x); iniciando a
contagem a partir do campo de maior nimero de figuras de mitose; a0 menos
trés células multinucleadas (trés ou mais nucleos) em dez campos de maior
aumento (400x); ao menos trés nucleos bizarros (nucleos altamente atipicos,
edentados, segmentados e de forma irregular) em dez campos de maior
aumento (400x) e cariomegalia (diametros nucleares de pelo menos 10% das
células neoplasicas variando em pelo menos duas vezes). Seis patologistas
avaliaram dez mastocitomas como de alto grau, tumores estes que tinham
recebido a graduacdo de Patnaik discordante. Neste trabalho houve 100% de
concordancia entres os seis patologistas na graduagdo dos mastocitomas de
baixo e alto grau de malignidade (Kiupel et al., 2011). De acordo com esta
classificacdo o tempo medio de sobrevida dos cdes com MTC de alto grau de
malignidade foi menor que quatro meses e maior que dois anos para 0s caes
com tumores de baixo grau.

O estadiamento do mastocitoma envolve a localizacdo e graduacéo do
tumor, avaliagdo dos linfonodos regionais, por meio de palpagdo, exame
citoldgico e a observacdo de metastases a distancia, principalmente em figado
e baco, seja por exames de imagens ou pela confirmacdo citopatolégica ou
histopatolégica (THAMM e VAIL, 2007; MARCONATO et al., 2008; KRICK et
al., 2009; WEBSTER et al. 2011).
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A escolha da terapia esta relacionada com o estadiamento clinico do
tumor, acesso e disponibilidade financeira do proprietario (THAMM e VAIL,
2007).

Para a maioria dos casos a cirurgia convencional, ainda é a principal
modalidade terapéutica para a doenca (WEISSE et al., 2002; THAMM et al.,
2006; STANCLIFT et al.,, 2008; WEBSTER et al., 2008). A excisdo cirurgica
com margens laterais de 2 a 3 cm de tecido normal e um plano fascial de
profundidade, geralmente é curativa para os tumores bem diferenciados e
moderadamente diferenciados (BOSTOCK et al., 1973; PATNAIK et al., 1984,
SEGUIN et al., 2001; WEISSE et al., 2002; SEGUIN et al., 2006; FULCHER et
al., 2006).

A radioterapia confere bons resultados para o controle local da doenca
nos casos em gue oS tumores excisados apresentam margens cirdrgicas
comprometidas ou massas tumorais impossiveis de remocédo, devido sua
localizagéo ou dimenséo (TURREL et al., 1988; LADUE et al., 1998, DOBSON
et al., 2004; THAMM e VAIL, 2007).

A quimioterapia é indicada para os cdes com massas tumorais
inoperaveis, devido sua localizacdo ou dimensdo ou em casos de metastase
(GERRITSEN et al., 1998; DAVIES et al., 2004; THAMM et al., 2006, CAMPS-
PALAU et al., 2007; HAYES et al., 2007; ISOTANI et al., 2008; WEBSTER et
al., 2008; HAHN et al., 2008; COOPER et al. 2009; LONDON et al., 2009;
RASSNICK et al.,, 2010). Como os mastocitomas grau 3 apresentam grande
probabilidade de metastatizar e conferem ao paciente um periodo curto de
sobrevida a quimioterapia adjuvante nesses casos também é indicada,
independentemente de evidéncia de metastase (WEBSTER et al., 2008).

A etiopatogenia do mastocitoma e a razdo para sua elevada incidéncia
sao desconhecidas (WEBSTER et al., 2006). Em 1999, foram descritas
mutacBes em pontos do gene KIT que codifica o dominio justamembrana do
receptor tirosina-quinase em mastdcitos neoplasicos de cdes (LONDON et al.,
1999), confirmadas por Webster et al. (2004) que correlacionaram mutacfes
no KIT, e a localizacdo aberrante da proteina KIT em MTC caninos. A principal
mutacdo encontrada foi, a duplicacdo em tandem interna que causa

fosforilacdo constitutiva do receptor, sem que ocorra a necessidade da ligacéo
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com o fator estimulador de célula tronco (SCF). Isso explicaria o crescimento
descontrolado dos tumores e a associacao das duplicagcbes em tandem com a
malignidade desta neoplasia e uma provavel causa do tumor (LONDON et al.,
1999; REGUERA et al., 2000; DOWING et al., 2002; WEBSTER et al., 2004,
WEBSTER et al., 2006).

Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

O sistema IGF é composto do receptor de fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1R), fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2 (IGF-
2), insulina e seis proteinas ligantes de IGF (IGFBP-1-6). O IGF-1R e o
receptor de insulina (IR) sdo receptores tirosina quinase (RTK) semelhantes
(GALLAGHER e LEROITH, 2011). Em animais e seres humanos tanto a
expressdo de IGF-1 quanto de IGF-1R sdo necesséarias para o crescimento
celular (LIU et al., 1993).

IGF-1 foi inicialmente identificado como um fator sérico induzido pelo
hormonio do crescimento pituitdrio (GH). Alguns anos depois IGF-1 e IGF-2
foram purificados, e observou-se que o IGF-1 era idéntico a somatomedina.
Ambos foram chamados de “fator de crescimento semelhante a insulina” devido
a homologia muito proxima a insulina e porque seus efeitos sobre o
crescimento das células e tecidos predominam sobre aqueles do metabolismo
(DAUGHADAY et al., 1987).

O fator de crescimento IGF-1 possui caracteristicas tanto de hormonio
circulante quanto de fator de crescimento tecidual. A maior parte do IGF-1
encontrado na circulacdo € produzida pelo figado. A regulacdo da producédo
hepatica de IGF-1 é complexa, e o horménio do crescimento (GH) tem um
papel dominante na regulacdo da expresséo génica do IGF-1. O GH, por sua
vez, é produzido pela hipofise anterior sob a regulagdo de fatores
hipotalamicos, somatostatina e hormonio liberador de hormonio do crescimento
(GHRH).

Inicialmente, supbs-se que virtualmente todo o IGF-1 tinha sua origem

no figado e era transportado por mecanismos enddcrinos aos seus locais de
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acdo. No entanto, agora é reconhecido que o IGF-1 também é sintetizado em
outros 6rgdos onde ele exerce efeitos autdcrinos e paracrinos (ANUNZIATTA,
et al., 2011).

Fosforilacdo do IGF-1R ou do receptor hibrido IGF-1R/IR-A pela ligagédo
do IGF-1 ou IGF-2 predominantemente conduz a sinalizacdo mitogénica
(BELFIORE et al., 2009). O alvo subsequente imediato do IGF-1R € a proteina
substrato do receptor de insulina (IRS) (BASERGA, 2009), que serve
unicamente como uma ponte para os alvos ligantes subsequentes do IGF-1R.
Uma vez que o IRS-1 ou IRS-2 leve a fosforilacdo da tirosina efetores sao
recrutados e ligados por meio de seus dominios SH2 ou PTB para mediar as
acOes do IGF-1R. Esta é a diferenca de outros receptores de tirosina quinase
(RTKs), que se ligam diretamente aos seus efetores subsequientes imediatos.
Ha excecles para esta modalidade com sinalizacdo para a quinase regulada
por sinal extracelular (Erks 1-2) acoplada pela ligacdo da proteina sinalizante
(Shc) e homéloga (Src) que contém coldgeno e a Src 66 com o IGF-1R (SONG
et al., 2004).

IGF-1 e IGF-2 ligam-se a subunidade-a do IGF-1R, conduzindo a
autofosforilacdo da subunidade-B e consequentemente ativacdo das vias
sinalizadoras intracelulares: a via da proteina quinase ativadora de mitose
(MAPK), a via da quinase-3 fosfatidilinositol (PI3K), ou a via transdutora de
sinal Janus quinase e ativadora da transcricdo (JAK/STAT) (LEVINE et al.,
2006; SAMANI et al, 2007). O resultado da ativacdo da via MAPK é o aumento
da proliferacéo celular, considerando que a ativagdo da via da PI3K inibe a
apoptose e estimule a sintese protéica, e a via da JAK/STAT ativa a transcri¢cao
génica e pode ser responsavel pela atividade transformadora do IGF-1R
(LEVINE et al., 2006; SAMANI et al, 2007).

A atividade biolégica do IGF-1 é dependente da sua capacidade de
induzir sinais intracelulares necessarios para o crescimento celular. Na maioria
das células, as respostas ao IGF-1 sdo mediadas pelo seu receptor (IBRAHIM
e YEE, 2004) e estdo relacionados a natureza permissiva de sua sinalizacao,
gue sustenta o microambiente de uma forma que pode levar a tumorigénese
(ROSENZWEIG e ATREYA, 2010). Tanto o ligante quanto o receptor tém sido
implicados em neoplasias (IBRAHIM e YEE, 2004). As fun¢Bes autocrina e



20

paracrina dos dois ligantes principais (IGF-1 e IGF-2) parecem estar
desreguladas em neoplasias (ROSENZWEIG e ATREYA, 2010).

Estudos em animais demonstram que a expressao do IGF-1R induz o
crescimento tumoral e metastase, no entanto a diminuicdo da expressédo do
IGF-1R resulta em diminuigcdo do crescimento tumoral na maioria dos tumores
(JONES et al.,, 2009). A expressédo do fator de crescimento semelhante a
insulina em cées até agora foi pouco estudada, principalmente em doencas
como neoplasias. MacEwen et al. (2004) observaram a expressao de IGF-1R
em linhagens de células de osteossarcomas de cdes e humanos associando-a
a tumores mais agressivos e demonstraram pela primeira vez o IGF-1 como
fator mitogénico para linhagens de células de osteossarcomas de cées.

Finotello et al. (2009) relataram o caso de um tumor neuroenddcrino
pancreatico com origem nas ilhotas de Langerhans, que expressava IGF-2
demonstrado pela técnica de imunoistoquimica e que produzia este fator de
forma enddcrina, demonstrado pela detecgdo dos niveis séricos pré e pés-
cirargicos. O trabalho de Queiroga et al. (2009) avaliou as concentracdes
séricas e intratumorais de IGF-1 em tumores de mama de cadelas e observou
gue 0s animais com tumores possuiam niveis séricos maiores de IGF-1 em
relacdo ao grupo controle, 0 mesmo ocorreu em relacdo a concentracdo nas
células neopléasicas e nas células de glandulas mamarias normais.

A avaliacdo dos niveis séricos de IGF-1 também foi realizada em um
trabalho que utilizou cdes com hepatopatias, cdes saudaveis e caes com
doencas ndo hepéticas. Os pesquisadores constataram que, 0s niveis
plasmaticos de IGF-1 foram significativamente menores nos caes hepatopatas
em relacdo aos saudaveis e aos que possuiam outro tipo de enfermidade.
Inclusive na comparagao entre o grupo de animais que tinham algum tipo de
neoplasia maligna hepatica e o grupo controle. Confirmando a suspeita de que
hepatopatias influenciam negativamente na concentracdo sérica do IGF-1 em
caes, que pode estar relacionada a perda de tecido funcional do figado, onde
este fator de crescimento é sintetizado (NEUMANN et al., 2007).
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Alvo da rapamicina em mamiferos (m-TOR)

No inicio dos anos 1990 durante o programa que buscava alteracdes
genéticas em leveduras como o Saccharomyces cerevisiae foram identificados
dois genes TOR (target of rapamycin) (TOR1 e TOR2) e deram uma ideia
inicial da importancia da proteina TOR no controle da proliferagdo celular.
(HEITMAN et al., 1991; THOMSON et al., 2009; BAI e JIANG, 2010). O mTOR
€ uma proteina quinase serina/treonina com um peso molecular de
aproximadamente 289 kDa evolutivamente conservada e idéntica em até 60%,
em humanos e outros mamiferos, que possui um papel central no
desenvolvimento de mamiferos (THOMSON et al., 2009; BAI e JIANG, 2010).
Integra sinais de diversas vias, incluindo nutrientes (por exemplo, aminoacidos
e glicose), fatores de crescimento (insulina e fator de crescimento semelhante a
insulina entre outros), horménios (leptina) e fatores estressantes (hipoxia,
desnutricdo e dano ao DNA) para regular uma variedade grande de func¢des da
célula eucaridtica, como a traducdo, transcricdo, producdo de proteinas,
crescimento celular, diferenciacdo, sobrevivéncia da célula, metabolismo,
balanco energético e resposta ao estresse (DOBASHI et al., 2011; HWANG e
KIM, 2011; WATANABE et al., 2011).

A histoéria da droga rapamicina e do seu alvo celular TOR surgiu a partir
do conhecimento de um composto isolado do Streptomyces hygroscopicus, de
amostras de solo obtidas por um grupo de pesquisadores brasileiros em 1965,
na ilha de Pascoa no Pacifico sul, outrora chamada de Rapa Nui na lingua
nativa. No ano de 1975 foram publicados dois trabalhos relatando a descoberta
e a caracterizacdo da rapamicina um antibiético lactona macrociclico com
atividade antifungica principalmente contra Candida albicans (SEHGAL et al.,
1975; VEZINA et al., 1975; ALLBANEL et al., 2007; DOBASHI et al., 2011).

Cafferkey et al. (1993) descreveram o ligante celular para a rapamicina,
a proteina FKBP12 em modelos de leveduras, que € codificada pelo gene
RBP1, delecbes neste gene resultaram em resisténcia recessiva a droga.
Neste mesmo trabalho outros dois genes o0 DRR1 e DRR2 (para a resisténcia
dominante a rapamicina) foram definidos por analise genética que indicaram

gue mutacdes dominantes ndo sao alélicas para mutacdes no gene RBP1. E
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afirmaram com base no trabalho de Kunz et al. (1993) publicado logo apos a
submissdo do seu artigo que, comparando a sequéncia do DNA, mapeando o0s
cromossomos e de acordo com o fendtipo das interrupcdes genéticas 0s genes
DRR1 e DRR2 séo idénticos aos genes TOR1 e TOR2 respectivamente. TOR1
e TOR2 foram anteriormente identificados no trabalho de Heitman et al. (1991)
em Saccharomyces cerevisiae.

Dois complexos sao formados com o m-TOR, o complexo m-TOR 1 (m-
TORC1) e o complexo m-TOR 2 (m-TORC2) (KIM et al., 2002; SARBASSOV et
al.,, 2005; HWANG e KIM, 2011). Em geral, o m-TORC1 é sensivel a
rapamicina, ele possui o dominio catalitico FRB que é o dominio onde o
complexo FKBP12-rapamicina liga-se e exerce suas acgdes inibitorias sobre a
atividade quinase do complexo RAPTOR-m-TOR. A droga ndo desloca nem
substitui 0 GBL ou o RAPTOR do m-TORC1, mas, desestabiliza fortemente a
interacdo entre 0 RAPTOR —m-TOR. Nao esté claro o porqué da sensibilidade
dose dependente do m-TORC2 a rapamicina, sabe-se que o complexo
FKBP12-rapamicina ndo se liga ao complexo m-TOR que contém o RICTOR.
Um componente néo identificado do complexo ou o RICTOR pode bloguear ou
ocupar o sitio de ligacdo do FKBP12-rapamicina ou destruir alostéricamente o
complexo FKBP12-rapamicina (KIM et al., 2002; SARBASSQOV et al., 2005;
HWANG e KIM, 2011).

Diversos sinais decorrentes de fatores de crescimento (como insulina,
IGF-1), vérias citocinas ligadas as moléculas coestimulatérias e receptores de
antigenos, proteinas WNT, niveis de energia celular, bem como hipoxia,
estresse celular e dano ao DNA determinam a atividade do m-TORC1
(BERNSTAM e ANGULO, 2009; THOMSON et al., 2009). Estes sinais ativam o
complexo m-TORC1 diretamente ou tém seus efeitos mediados através do
complexo esclerose tuberose 1 e 2 (TSC1-TSC2 que € o principal regulador
negativo do m-TORC1 em resposta ao estado nutricional da célula
(SARBASSOV et al., 2005). Niveis baixos de energia e nutrientes resultam na
reducéo de ATP (adenosina 5’ trifosfato) levando a produ¢do da AMPK (AMP
quinase dependente) (STRIMPAKOS et al., 2009). A ativacdo da sinalizacdo do
RAS-MAPK (proteina quinase ativadora da mitose) e fosfatidilinositol quinase 3
(PI3K)-AKT (proteina quinase alfa serina/treonina) resulta na fosforilagéo
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inibitéria do TSC2 em muitos sitios, e ativa o TSC1/TSC2 (STRIMPAKOS et al.,
2009).

Fatores mitogénicos (insulina, hormonios e fatores de crescimento)
agem através de seus receptores de membrana, por exemplo, receptor de fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF1-R) e receptores tirosina quinase
(RTK) (THOMSON et al., 2009). Eles ativam moléculas localizadas do lado
citoplasmatico da membrana celular como o substrato do receptor de insulina
(IRS) e RAS, sendo que ambos levam a ativagdo da PI3K, que € uma molécula
chave da via do mTOR (STRIMPAKOS et al., 2009).

O papel e a funcdo do complexo m-TORC2 ndo sédo tdo bem
entendidos quanto no m-TORC1 (THOMSON et al., 2009; BAI e JIANG, 2010;
ZINZALLA et al., 2011). O que se sabe a respeito é que ele também é
estimulado por nutrientes, insulina e fatores de crescimento (BALLOU e LIN,
2008; STRIMPAKOS et al., 2009; THOMSON, et al., 2009; BAI e JIANG, 2010;
ZINZALLA et al., 2011). O tratamento prolongado com rapamicina leva a
desfosforilacdo completa e translocacao citoplasmatica do RICTOR nuclear e
MSIN1, o que correlaciona-se com a reducdo dos niveis de m-TORC2
(AKCAKANAT et al., 2007).

Devido a via sinalizadora do m-TOR ser estritamente associada com
funcdes celulares, esta proteina desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento de algumas neoplasias e outras doencas em humanos, como
o diabetes tipo Il, desordens imunoldgicas, neoplasias, alteragdes metabdlicas,
doencas cardiovasculares, desordens neurologicas, doencas relacionadas a
idade, complexo esclerose tuberose e a linfangioleiomiomatose, as duas
Ultimas causadas por mutacBes nos genes supressores tumorais TSC1 e
TSC2, que produzem proteinas reguladoras envolvidas na via de sinalizacédo
do m-TOR, até o presente momento ndo foram relatadas mutacdes no gene
MTOR. (SARBASSOV et al., 2005; ALLBANEL et al., 2007).

Estudos envolvendo linhagens de células de diversos tecidos normais e
neoplasicos de cées foram realizados, e demonstraram a presenca do m-TOR
e proteinas associadas a sua via de sinalizacdo, como na avaliacdo da

expressédo de m-TOR, p70S6K (S6K1) e suas formas fosforiladas em linhagens
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de células de mastocitomas, osteossarcomas e melanomas de cédes (REBUZZI
et a., 2007, GORDON et al., 2008; KENT et al., 2009).

A presenca do m-TOR e de outros membros de sua via de sinalizagao e
vias correlacionadas tanto nas formas totais quanto fosforiladas, foi observada
em células eucaridticas de mamiferos como o homem (XIANG et al., 2011) e
cdes (GORDON et al.,, 2008; KENT et al., 2009) e estimulam estudos de
oncologia comparada e de potenciais alvos terapéuticos, além de avaliar a
utilizacdo de inibidores do m-TOR em cées, como fez Paoloni et al. (2010)
concluindo que a rapamicina pode ser administrada com seguranca em cées e
pode apresentar efeitos terapéuticos. Com base nos resultados os autores
confirmam que o cédo pode ser utilizado no aprimoramento do uso da

rapamicina e de outros inibidores do m-TOR.

Receptor c-KIT (CD117)

O gene KIT foi inicialmente caracterizado por Besmer e colaboradores
em 1986 como um oncogene viral (v-kit) do virus do sarcoma felino H24-FeSV.
Complementarmente, clonagem de sequéncias de DNA de tecidos de humanos
e camundongos por Yarden et al., (1987) e Qiu et al., (1988) mostraram que v-
kit surgiu por transducao e truncagem de um gene celular o proto-oncogene c-
KIT. A proteina KIT é um membro do tipo Ill da familia de receptores de tirosina
guinase e exibe homologia extensa com o receptores transmembrana para
fator estimulante de col6nia tipo 1 (CSF-1R), fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF-R) e fator de permeabilidade vascular /fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF-R) (BESMER et al., 1986; DEVRIES et al., 1992;
QIU et al., 1988; ROSKOSKI, 2005; YARDEN et al., 1987).

O receptor KIT é o receptor para o fator de célula tronco SCF, também
conhecido como fator de crescimento para mastécitos (LONDON, et al., 1999;
ROSKOSKI, 2005). A proteina KIT inclui um dominio extracelular composto de
cinco dominios semelhantes a imunoglobulinas (codificado pelos exons 1-9),
um dominio transmembrana (exons 11-21). O dominio intracelular &, além
disso, dividido em um dominio justamembrana regulatério negativo (exons 11 e

12) e um dominio tirosina kinase citoplasmético que é dividido por uma
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insercdo até o ligante de ATP (trifosfato de adenosina) (exon 13) e lobos
fosfotransferases (exon 17) (LETARD et al., 2008; ROSKOSKI, 2005).

Como em Varios outros receptores tirosina quinase, a ativagdo pelo
ligante induz a dimerizagao do receptor, que ativa a tirosina quinase, resultando
em autofosforilagdo e a fosforilacdo de substratos exdgenos. Esta fosforilacdo
entdo, leva a transducéo do sinal subsequente (LETARD et al., 2008).

A ativacéo do receptor KIT (via SCF) leva a um aumento da proliferacéo,
sobrevida prolongada e aumento na liberacdo de mediadores tanto em
mastocitos normais quanto nos mastacitos neoplasicos (AMON et al, 2010).

Estudos realizados com técnica de imunoistoquimica determinaram
padrbes anormais de expressao do receptor KIT nos mastocitomas cutaneos
(WEBSTER et al., 2004). Foram identificados trés padrBes de localizacdo da
proteina KIT em mastocitos neoplasicos, sendo eles membranoso (padrao 1),
citoplasmético focal com perda da marcacdo membranosa (padrdo 2) e
citoplasmatico difuso (padrdo 3). Estes padrdes foram correlacionados com a
agressividade do tumor, sendo que animais que possuiam os padroes,
citoplasmatico focal e difuso apresentavam um prognostico desfavoravel
(WEBSTER et al., 2004; GIL DA COSTA et al., 2007).

O comportamento biolégico mais agressivo do mastocitoma com o
aumento da expressao do receptor c-KIT pode ser explicado pelas funcbes que
desempenham a proteina KIT e seu ligante, SCF, no desenvolvimento do
mastocitoma. Uma das hipéteses é que a isoforma citoplasméatica do KIT pode
ser ativado pelo SCF soluvel ou pode conter constitutivamente mutacdes
ativadoras, que levardo a inibicAo da apoptose, aderéncia de mastocitos,
migracéo e proliferacdo (LONDON et al., 1999; WEBSTER et al., 2004).

Os padrbées de marcacdo imunoistoquimica da proteina KIT sé&o
independentes das muta¢gées no exon 11 do c-KIT, sugerindo que tanto o
exame imunoistoquimico quanto a PCR (reacdo em cadeia pela polimerase)
para os estudos de mutacdo devem ser incluidas no perfil de exames para 0s
MTCs (WEBSTER et al., 2006). A avaliagdo de mutacdes do c-KIT e do padréo
de KIT, ndo podem ser consideradas como as mais importantes para a analise
da agressividade dos MTCs, mas devem ser considerados como importantes

para a indicacdo terapéutica, ja que cades com mutacdes no c-KIT e padrbes
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aberrantes de KIT sdo candidatos ao tratamento com inibidores de receptor de
tirosina quinase (LONDON et al., 2009).

SCF (fator de célula tronco)

O fator de célula tronco (SCF) também conhecido como ligante do KIT
ou fator de crescimento para mastécitos (LONDON, et al., 1999; LINNEKIN, et
al., 2003; ROSKOSKI, 2005), é um fator de crescimento que atua in vitro em
combinag¢do com outros fatores de crescimento hematopoiéticos para estimular
tanto as células progenitoras hematopoiéticas maduras como as primitivas
(MCNIECE e BRIDDELL, 1995). O receptor para o SCF é o receptor tirosina
quinase c-KIT, codificado pelo proto-oncogene c-kit (ZSEBO et al., 1990;
PAPAYANOPOULOU et al., 1991).

Duas formas de SCF ocorrem naturalmente em decorréncia de splincing
alternativo do RNA e processos proteoliticos. A proteina estendida consiste de
248 aminoéacidos (SCF?*®), que sdo clivados no dominio extracelular para
formar a isoforma soluvel do SCF (SCFs) que consiste de 165 aminoacidos
(SCF*®®) (ANDERSON et al., 1990; TOKOZ et al., 1992). A forma curta é
composta de 220 aminoécidos (SCF?*
destina a membrana (SCFm) (ANDERSON et al., 1990; TOKOZ et al., 1992). O
SCF soluvel nativo existe como uma glicoproteina dimérica com uma massa
molecular de aproximadamente 45 kDa (ZSEBO et al., 1990a). O SCF existe

) e resulta em uma forma de SCF que se

como isoforma solivel e ancorada a membrana que surgem de splicing
alternativo do RNA; ambas as isoformas contém inicialmente um dominio
extracelular, um segmento transmembrana e um componente intracelular
(ROSKOSKI, 2005).

Em cultura liquida de células de medula 6ssea de camundongos com
SCF recombinante de rato (rrSCF) populacdes puras de mastécitos foram
geradas (MEDLOCK et al., 1990). ApGs duas semanas de inje¢cOes diarias de
rrSCF em ratos, esfregacos de medula 6ssea demonstraram uma hiperplasia
de mastocitos acompanhada de uma diminuicdo na celularidade total da
medula 6ssea em adicdo a uma hipoplasia eritréide e linféide. Mastécitos foram

detectados na circulacdo e havia um aumento sistémico e em tecidos do tipo
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conectivo embribnico, mas ndo foram detectados mastocitos em mucosas
(ULICH et al., 1991).

Na medula Ossea 1-5% das células expressam c-KIT
(PAPAYANOPOULOU et al., 1991). Células primitivas (CD34'/CD33;
CD347/CD38; e CD34'/HLA-DR), células progenitoras maduras,
megacariocitos e plaquetas expressam c-KIT (ASHMAN et al., 1991,
BRIDDELL et al., 1991; GRABAREK et al., 1991; PAPAYANOPOULOU et al.,
1991; WEISS et al., 1991).

Takeuchi et al. (2010) analisaram a expressdao de SCF em quatro
linhagens de mastdcitos neoplasicos por Western blotting e detectaram a
proteina em apenas uma das linhagens, embora a expressdao do RNA
mensageiro do SCF tenha sido detectado em todas as linhagens analisadas.
Neste mesmo estudo, os autores observaram que a fosforilagcdo do receptor c-
KIT foi maior através da estimulagéo pelo SCF em trés das quatro linhagens. O
uso de anticorpo anti-SCF néo teve efeito inibitério sobre a fosforilagdo do c-
KIT em uma das linhagens, indicando que a ativacdo do c-KIT pode ser
causada pela estimulacdo com o SCF autdcrino (TAKEUCHI et al., 2010).

Diversos estudos tém descrito a habilidade do SCF em agir em
sinergismo com outros fatores de crescimento para aumentar o numero de
células maduras, células progenitoras maduras ou células progenitoras
primitivas (MCNIECE e BRIDDELL, 1995).

Arranjo de matriz tecidual, ou tissue microarray (TMA)

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue microarray
(TMA), é uma técnica descrita em 1998 por Kononen et al. (1998) com ampla
aceitacdo pela literatura mundial. Com um conceito extremamente simples,
trata-se de agrupar um grande numero de amostras teciduais em um Uunico
bloco de parafina, permitindo o estudo de expressdo de marcadores
moleculares em larga escala com grande aproveitamento do material
arquivado, do tempo e dos custos (ANDRADE et al., 2007).

Neste método, cilindros diminutos de tecido (diametro variando entre
0,6 a 4 mm) sao removidos de uma quantidade grande de blocos de parafina
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com os tecidos de interesse e subsequentemente sdo depositados em um
bloco de parafina “receptor”. Cortes desse bloco de arranjo de matriz tecidual
podem ser usados para analises in situ simultaneas, de centenas de neoplasias
em técnicas rotineiras de colora¢Bes histoquimas, para avaliar expressdo de
proteinas utilizando a imunoistoquimica e para técnicas de hibridizagdo como a
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) e hibridizagcdo in situ de RNA
(WEBSTER et al.,, 2006; BUBENDORF et al.,, 2001). E mais recentemente
DJIDJA et al. (2010) utilizaram laminas de TMA na técnica de imageamento
quimico por espectrometria de massas utilizando MALDI (lonizagcdo/Dessorgéo
por Laser Assistida por Matriz) para classificacdo molecular de carcinomas
pancreaticos de humanos. Os danos aos fragmentos teciduais dos blocos
doadores sdo minimizados por serem retirados apenas cilindros pequenos. O
que € interessante para o0s patologistas e pesquisadores de uma forma geral, ja
que eles podem ter acesso ao material de arquivo a0 mesmo tempo em que
preservam os blocos de danos causados por consecutivos processamentos.
Entre as vantagens do uso do TMA em tumores estdo, a pesquisa em
larga escala de fatores progndésticos ou preditivos e a uniformizacdo das
reacdes nos grandes estudos retrospectivos de uma instituicdo de ensino e
pesquisa (ANDRADE et al., 2007). Alguns estudos geraram evidéncias para a
validacdo e representatividade dos dados do TMA como, por exemplo, o
trabalho de Kononen et al. (1998) que encontraram as mesmas frequéncias de
HER-2, ciclina D1 e amplificacdes da delecdo 17923 do cromossomo 17 em
tumores mamarios, de dados prévios da literatura (BUBENDORF et al., 2001).
A imunoistoquimica utilizando anticorpos que identificam elementos
dos granulos dos mastocitos como triptase, oncogenes, receptores para fatores
de crescimento tumoral, marcadores da proliferacdo e apoptose sao
importantes para a determinacdo da agressividade do mastocitoma, e
consequentemente do prognostico do paciente (WEBSTER et al.,, 2011).
Portanto, o uso de laminas de TMA facilitaria a pesquisa da expressao destas
proteinas, uniformizando cada reacdo melhorando os resultados para a

avaliacdo de um numero grande de MTCs em um mesmo estudo.
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Relacédo da expressédo proteica de fatores de crescimento celular IGF-1 e SCF
com fatores prognosticos em mastocitomas cutaneos caninos
Raquel B. Ferioli "; Rafael T. Neto '; Sabrina S. Costa "; Antonio C. Alessi ";

Rafael M. Rocha ": Renée Laufer Amorim '

RESUMO

O mastocitoma cutaneo (MTC) é a neoplasia maligna mais comum na pele dos
cdes e seu comportamento biolégico é muito variavel. Dentre os fatores
prognoésticos estudados nos MTCs, a classificacdo histologica, o indice
proliferativo e a expressdo da proteina KIT sdo os que apresentam uma
associacao mais relevante com o provavel prognéstico deste tumor. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a expressdo proteica de fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de célula tronco (SCF) e sua relacdo
com e receptor tirosina quinase (c-KIT), alvo da rapamicina em mamiferos (m-
TOR), grau histoldgico, indice proliferativo (Ki-67) e mitdtico e dados
epidemiologicos em MTCs caninos. Foram utilizadas 133 amostras de MTCs,
provenientes de 133 cées, dispostas em laminas de microarranjo de tecidos
(TMA). A técnica de imunoistoquimica foi utilizada para a avaliacdo destas
proteinas. Observou-se associacdo entre SCF e a graduacdo histologica
proposta por Kiupel et al. (2011), indice mitotico, proliferacéo celular, escore de
IGF-1, local da lesédo, idade dos animais e padrdo imunoistoquimico do
receptor c-KIT. A relacéo de dependéncia também foi observada entre IGF-1 e
0 porte dos animais, indice mitotico, m-TOR e c-KIT. A expresséo proteica de
SCF se relacionou com a agressividade dos MTCs caninos, uma vez que foi
mais freqiente em MTCs com c-KIT citoplasmatico. A relacdo entre a
expressdo de IGF-1, SCF, c-KIT e m-TOR pode estar associada a
integralizacdo de suas vias de acdo. A expressdo de IGF-1 esta associada a

MTCs em cées de porte grande.

Termos de indexagdo: mastocitoma, IGF-1, SCF,
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IGF-1 and SCF protein expression in cutaneous mast cell tumors in dogs and
relation to prognostic factors
Raquel B. Ferioli ; Rafael T. Neto '; Sabrina S. Costa "; Antonio C. Alessi ";

Rafael M. Rocha V: Renée Laufer Amorim '

ABSTRACT

Cutaneous mast cell tumor (MCT) is one of the most common neoplasms in the
skin of the dogs, and express variable biological behavior. Among the studied
MTC’s aspects, histological classification, proliferative index and protein
expression of KIT shows the most defined connection with this tumor’'s
prognostic. The aim of this study was evaluate the protein expression of
insulin-like growth factor type 1 (IGF-1), steam cell factor (SCF) and its
relationship with tyrosine kinase receptor (c-KIT), mammalian target of
rapamycin (m-TOR), histological classification,( Ki67) proliferative and mitotic
index and epidemiological data in MTCs. In this study was used 133 MTC
samples, from 133 animals, arranged in tissue microarray (TMA) slides. The
TMA was used for avaluation this proteins. An association was observed
between SCF and histological grade proposed by Kiupel et al. (2011), mitotic
index, cell proliferation, IGF-1, lesion site, age of the animals and
immunohistochemical pattern c-KIT receptor. The dependence relationship was
also observed between IGF-1 and animals’ size, mitotic index, m-TOR and c-
KIT. The SCF proteic expression was related to canine MTCs aggressiveness,
since it is more frequent in MCTs with c-KIT cytoplasmic. The relationship
between the expression of IGF-1, SCF, c-KIT e m-TOR can be associated with
the integration of its actions ways. The IGF-1 expression is associated to large
dogs MTCs.

Index terms: mast cell tumor, IGF-1, SCF, dog
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INTRODUCAO

O mastocitoma cutdneo (MTC) canino € uma neoplasia maligna
constituida por mastécitos, que corresponde aproximadamente 11% das
neoplasias cutaneas do cao e a mais comum na pele dos caes (Villamil et al.
2011). O comportamento biologico do MTC é muito variavel, podendo ser um
nédulo Unico, com a cura pela excisdo cirdrgica até uma doenca metastatica
fatal (Tham & Vail 2007, Webster et al. 2008). Patnaik et al. (1984) propuseram
uma classificacao histopatologica em trés graus de malignidade para os MTCs,
gue atualmente € o principal fator prognéstico, porém ha discordancia entre
patologistas na graduacédo dos MTCs (Northrup et al. 2005, Pinczowski et al.
2008, Kiupel et al. 2011). Recentemente, uma nova classificacdo com dois
graus de malignidade foi proposta (Kiupel et al. 2011) e parece trazer menor
discordancia, além de se correlacionar com o tempo de sobrevida.

O grau histologico, idade, raca, sexo, localizagdo e mutacdo no proto-
oncogene KIT sé&o fatores preditivos nos MTCs caninos (Tham & Vail 2007).
Outros fatores sé@o o indice mitotico, proliferacéo celular (expresséo proteica de
Ki-67) e o padrdo de marcacdo da expressao de c-KIT (Webster et al. 2004,
Scase et al. 2006, Romansik et al. 2007).

Estudos indicam que, cerca de 15-40% dos MTCs contém mutacdes no
gene KIT que codifica o receptor tirosina quinase c-KIT (Letard, et al. 2008,
Welle et al. 2008). Seu ligante é o fator de célula tronco (SCF), conhecido
também como fator de crescimento para mastocitos que é um fator de
crescimento expresso em diversos tipos de tecidos (London et al. 1999,
Linnekin, Jelacic, Shivakrupa 2003, Roskoski 2005).

Outro fator de crescimento importante no desenvolvimento de
neoplasias € o IGF-1, que atua principalmente nas vias ativadora da mitose, da
transcricao e inibidora da apoptose levando a proliferacdo celular (Levine et al.
2006, Samani et al. 2007). Suas acfes sdo mediadas pelo receptor tirosina
quinase IGF-1R (Ibrahim & Yee 2004). Fosforilacdo do IGF-1R ou do receptor
hibrido IGF-1R/IR-A pela ligacdo do IGF-1 ou IGF-2 predominantemente
conduz a sinalizacdo mitogénica (Belfiore et al. 2009).



33

Recentemente White et al. (2011) observaram que caes de racas de
porte grande tém um risco maior de desenvolver MTC e as racas de porte
pequeno tém um risco baixo. Fatores de crescimento tém sido relacionados as
neoplasias, como agentes para a manutencdo da proliferacdo cronica e
descontrolada, por diversos mecanismos (Neumann et al. 2007, Stoop et al.
2008, Yee & Wood 2008, Callan & Milne 2009, Hanahan & Weinberg 2011,
Werner 2011). O uso da tecnologia de arranjo em matriz tecidual (TMA — tissue
microarray) que permite uma aceleracdo dos estudos associando achados
moleculares in situ com informacdes clinico patolégicas (Bubendorf et al. 2001)
foi utilizada também no estudo dos MTCs (Webster et al. 2006).

A expressao do IGF-1 em cdes até agora foi pouco estudada,
principalmente em doencas como neoplasias. Devido a via sinalizadora do m-
TOR ser estritamente associada com funcdes celulares, esta proteina
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de algumas
neoplasias em humanos (Albanell et al. 2007). O objetivo deste estudo foi
investigar a expressao dos fatores de crescimento SCF e IGF-1 em MTCs e a
sua relacdo com o grau histolégico de acordo com Patnaik et al. (1984) e
Kiupel et al. (2011), indice mitotico (IM) e com expressao proteica pela técnica
de imunoistoquimica (IHQ) de KI-67, m-TOR e receptor tirosina quinase (c-
KIT). Os dados epidemioldgicos dos cées utilizados foram: raca, idade, género,
porte, e local da leséo, e, as suas associacbfes com a expressao proteica do
IGF-1, m-TOR, SCF e c-KIT também foram analisadas.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos casos e elaboracdo da plataforma de arranjo de matriz

tecidual

Este trabalho foi realizado de acordo com o termo de “Principios Eticos

na Experimentacdo Animal”’ tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica no

Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicna Veterinaria e Zootecnia
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(FMVZ) — Unesp — Botucatu (Protocolo: 102/2010-CEUA). Foram selecionadas
133 amostras de MTCs, provenientes de 133 caes, dos arquivos dos Servicos
de Patologia Veterinaria da FMVZ (Botucatu/SP) e FCAV (Jaboticabal/SP),
Unesp. O estudo retrospectivo incluiu amostras obtidas entre os anos de 2001
a 2010. Os blocos de parafina foram selecionados, novas laminas histologicas
foram confeccionadas, coradas por HE e revistas por trés patologistas para
confirmar o diagndstico histopatolégico de MTC e classifica-los de acordo com
Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011). Somente foram utilizados tumores
primarios cutaneos de animais que nao receberam qualquer tipo de tratamento
antitumoral antes da colheita da amostra.

Para construir os blocos de TMA, foram selecionadas as areas
representativas do grau histolégico atribuido e com maior nimero de figuras de
mitose para obtencdo de um core de cada tumor. Utilizou-se o dispositivo
manual TissueMicroarrayer (Beecherinstruments®, Silver Springs, USA) para
confeccao de dois blocos receptores, um contendo amostras provenientes da
FCAYV, Jaboticabal (23 cores) e o outro da FMVZ, Unesp, Botucatu (110 cores).
Os cores medindo 1mm de didametro dos blocos doadores foram dispostos com
espacamento de 0.2mm entre eles nos blocos receptores.Cortes de 3um de
espessura foram realizados consecutivamente e montados em laminas
adesivadas para este fim (Instrumedics Inc.™). As primeiras laminas foram
utilizadas para a coloracdo de HE, para confirmar a presenca dos tumores, as
demais foram mergulhadas em parafina e acondicionadas a -20°C até a

realizacdo da técnica de IHQ.

Dados epidemioldgicos

Para a obtencao das informacdes epidemiol6gicas, como raca, sexo,
idade, peso do animal e localizacdo anatdbmica do tumor, foram realizadas
consultas aos prontuarios dos pacientes, chamadas telefénicas aos
proprietarios e aos médicos veterinarios responsaveis pelos casos. O peso foi
categorizado de maneira a formar quatro grupos de acordo com White et al.,

(2011) com algumas adaptacfes. Cdes de raca pura tiveram seu porte
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classificado de acordo com a padronizacdo de peso para a raca feita pelo
Americam Kennel Club (AKC). Racas que ndo sao reconhecidas pelo AKC
tiveram seu porte padronizado de acordo com a Confederagdo Brasileira de
Cinofilia (CBKC), todos os animais inclusive caes sem raca definida (SRD)
foram padronizados segundo seu peso: pequeno (< 9 Kg), médio (9 - 18 kg),
grande (18 = 36 Kg) e gigante (> 36 Kg). Os cées considerados de ragas toy
pela AKC foram incluidos na categoria de porte pequeno. A idade dos animais
também foi analisada por categorias, estabelecidas de acordo com White et al.
(2011), em jovem (< 5 anos) meia idade (5 - 11 anos) e idoso (>11 anos). A
localizacdo anatomica foi dividida em: cabeca, tronco, membros, regiao

perineal, escroto, vulva, e cauda.

Classificacdo histopatolégica e indice mitético

Com as laminas originais coradas pela técnica de HE foram realizadas
as classificacdes histopatolégicas de acordo com Patnaik et al. (1984) e Kiupel
et al. (2011) e a determinacao do indice mitético, feita seguindo os critérios de
Romansik et al. (2007). Foi realizada a contagem do numero de figuras de
mitose em 10 campos de maior aumento (400x) e os tumores categorizados de
acordo com Romansik et al. (2007), em menor ou igual e maior a 5 figuras de

mitose.

Avaliacdo da expressdo proteica pela técnica de imunoistoquimica em

microarranjo de tecidos

As laminas de TMA foram desparafinizadas em estufa 56° C por 24
horas e posteriormente colocadas em xilol e re-hidratados em alcool etilico em
concentracfes decrescentes e agua deionizada. A recuperagcdo antigénica foi
realizada com tampao citrato 10mM, pH 6,0, em camara de presséo controlada
por microprocessador (Pascal®/Dako) durante 30 segundos a 125° C para os
anticorpos c-KIT, KI-67, SCF, e IGF-1, para o anticorpo m-TOR utilizou-se o
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mesmo tampao no entanto em micro-ondas (Continental AW-4202A, poténcia
maxima 900W) em dois ciclos de 5 minutos cada Em seguida, as laminas
foram resfriadas por 20 minutos a temperatura ambiente e lavadas em agua
deionizada.

Seguiu-se com a incubagdo em peroxido de hidrogéneo (30 Vol.) a 3%
(diluido em alcool metilico) durante 20 minutos, para o bloqueio da peroxidase
endogena. As laminas foram lavadas em agua deionizada e incubadas em
tampéo TRIS, pH7,4, por 10 minutos. Os cortes foram submetidos ao bloqueio
de proteinas inespecificas com caseina a 3% (Leite Molico®, Nestlé) durante 1
hora a 27° C, o excesso da solucdo foi retirado com solucéo tampédo TRIS e
aplicou-se em cada lamina o anticorpo primario, levando a incubacdo durante
18 horas (overnight) em camara imida a 4° C.

A sequir, as laminas foram lavadas duas vezes com tampao TRIS pH7,4,
por 5 minutos cada vez e foram incubadas com sistema de polimero
(Advance™, Dako) de acordo com recomendacdes do fabricante, a 27° C e
lavadas com TRIS pH7,4, duas vezes por 5 minutos cada. A coloracao foi
obtida utilizando-se solugdo pronta para uso de DAB (3,3
diaminobenzidinetetrachloride- Dako, Carpinteria, USA) por 3 minutos. Os
cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Mayer e desidratados em
concentracbes crescentes de alcool e xilol. Em seguida, as laminas foram
montadas com resina e laminula.

Como controle negativo, a incubacdo do anticorpo primario foi
substituida por soro ndo imune (imunoglobulina de camundongo ou coelho
Dako) em lamina com corte de MTC e como controle positivo foi utilizada
lamina com de tecido de cédo, escolhido de acordo com as indicacdes do
fabricante de cada anticorpo primario e que sabidamente reagia com cada
anticorpo primario (Tabela 1). Todas as reacdes de controle positivo ou
negativo foram feitas concomitantemente as laminas do TMA (Tabela 1).

Para a analise da expressao proteica de cada anticorpo e para o registro
das fotomicrografias, foi utilizado o programa de analise de imagens Leica
Qwin versdo 3.0, em microscopio 6ptico convencional (Leica - DMR), com
camera digital acoplada (Leica — DFC500). O padrédo de imunomarcacao da
proteina KIT foi avaliado de acordo com Webster et al. (2004) em
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citoplasmatico e membranoso (Fig. 1 C e D). As marcacdes citoplasmatica
focal e difusa foram condensadas e compoem 0 grupo citoplasmatico, tendo
em vista que ambas estdo associadas a um progndstico pior (Webster et al.
2004, Gil Da Costa et al. 2007). Na avaliacao da proliferacédo celular as células
com nucleos positivos para o KI-67, foram contadas em um campo de 400x,
considerando-se como ponto de corte 23 células conforme Webster et al.
(2007). S6 foram considerados os cores que tivessem pelo menos uma célula
marcada para KI-67 e aqueles sem nenhuma célula positiva foram descartados
do estudo. Para a avaliagédo da expressao de SCF, IGF-1 e m-TOR, analisou-
se o percentual de células marcadas em cada core, classificando em escores
de zero a quatro, sendo (0): negativo, (1): menos de 10% das células positivas;
(2): 10 2 30% das células positivas; (3): 31 =2 60% das células positivas; e (4): >
60% das células positivas. Para avaliacdo da intensidade de marcacdo das
células que predominava em cada core utilizaram-se escores de um a trés,

sendo (1): fraca, (2): moderada; (3): forte.

Tabela 1. Descricdo dos anticorpos primarios utilizados na técnica de

imunoistoquimica, fabricante, clone, controle positivo, diluicdo e padrdo de

marcacao.
Anticorpo _ Controle o
o Fabricante Clone N . Diluicdo Marcacgéo
primario positivo céo
c-KIT DakoC . policlonal Mastdcitos 1.400 Membrana/
akoCytomation oliclonal ; :
(CD117) yt Dermatite citoplasma
alérgica
Ki-67 DakoCytomation MIB-1 Linfonodo 1:50 Nuclear
SCF Santa Cruz Policlonal Figado 1:50 Citoplasma
IGF-1 Neomarkers M23 Rim 1:50 Citoplasma
. ) Membrana/
m-TOR Millipore Policlonal Prostata 1:200

citoplasma
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Analise estatistica

O teste de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram aplicados
para avaliar a forca de associacdo entre a expressao de SCF e IGF-1 e as
graduacdes histoldgicas (Patnaik et al. 1984, Kiupel et al. 2011), indice mitético
(IM) (Romansik et al. 2007), e com a expresséao proteica pela técnica de IHQ de
KI-67 (para a proliferagdo celular), m-TOR, e receptor c-KIT. Os dados
epidemiologicos dos cées (raga, idade, género, porte, e local da lesédo) também
foram avaliados quanto as suas associa¢des com a expressao proteica do IGF-
1, m-TOR, SCF e c-KIT. Para todas as andlises estatisticas foi considerado o
nivel de significancia de 5% e o programa utilizado foi o SAS System versao
9.2.

RESULTADOS

Das 133 amostras de MTC canino avaliadas pela classificacéo
histopatoldgica descrita por Patnaik et al. (1984), 13 (10%) foram classificadas
como grau 1, 88 (66%) como grau 2 e 32 (24%) como grau 3. De acordo com a
descricdo histopatologica feita por Kiupel et al. (2011), 34 (26%) foram
classificados como de alto grau de malignidade e 99 (74%) como de baixo grau
de malignidade (Fig. 1 A e B). Na avaliagdo do indice mitético, 89% (118/133)
dos MTCs caninos tinham até 5 figuras de mitose em 10 campos (400x) e 11%
(15/133) tinham mais do que 5 figuras de mitose.

Quanto aos dados epidemiolégicos tabulados, registrou-se: raca
(130/133 MTCs), sexo (119/133 MTCs), idade (92/133 MTCs), peso (128/133
MTCs) e localizagdo (81/133 MTCs), 52% (62/119) dos animais eram fémeas e
48% (57/119) machos, o peso dos animais variou entre 4 e 72 kg, 10%
(13/128) eram de porte pequeno, 5% (7/128) de porte médio, 79% (100/128)
de porte grande e 6% (8/128) de porte gigante. A idade dos animais variou
entre 1,5 e 13 anos, sendo 22% (20/92) céaes jovens; 70% (65/92) cées de meia
idade e 8% (7/92) cées idosos.
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Pela técnica de imunoistoquimica foi possivel avaliar a proliferacédo
celular pela proteina KI-67, sendo que 86% (114/133) dos casos apresentaram
até 23 células que expressaram Kl-67 e 14% (19/133) dos casos apresentaram

mais do que 23 células.

Avaliacéo do fator de célulatronco

Neste estudo a expressdo de SCF em MTCs caninos foi observada em
100% (133/133) dos casos avaliados (Fig. 1 E e F) tanto em mastdcitos quanto
fibroblastos e células endoteliais dos vasos. Observamos a associacéo entre o
escore de marcacao do SCF (todos os casos receberam o escore 4: > 60% das
células positivas) e o padrdo de marcacédo do c-KIT (Fig. D e E) (p < 0,00001),
sendo que 70% das amostras apresentaram o padrdo de marcacao de c-KIT
citoplasmatico.

Houve relacdo entre a intensidade de marcacdo do SCF e indice
mitoético (p= 0,0071) sendo que 89% das amostras tinham IM menor ou igual a
5 figuras de mitose, destas 45% receberam escore de intensidade de marcacgéo
como moderado.

Em relacdo as classificacbes histopatologicas, houve associacéo
apenas com a classificagcdo proposta por Kiupel et al. (2011), tanto para a
intensidade de marcacdo do SCF (p= 0,0071) quanto para o escore de
marcacdo do SCF (p< 0,0001), a maioria dos MTCs caninos eram de baixo
grau (74%) e apresentaram intensidade de marcacéo fraca e moderada (44%
e 43% respectivamente).

Na avaliacdo de SCF em relacdo aos dados epidemiolégicos, houve
associacdo com a localizacdo anatbmica dos MTCs (p< 0,0001), sendo que
43% (56/133) dos tumores localizavam-se no tronco e membros dos animais,
destes 45% apresentavam intensidade de marcacao fraca e 37% moderada.
Observou-se também, associacdo entre o escore de marcacdo e a idade
categorizada (p< 0,0001). Das amostras com intensidade de marcacao fraca,

68% (25/37) eram de caes de meia idade (p< 0,0001) e das amostras com
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intensidade de marcacdo moderada 74% (26/35) eram de cdes de meia idade
(p<0,0001).

Avaliacdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)

A expressao do fator de crescimento IGF-1 foi avaliada, e 94%
(118/125) dos casos foram positivos pela técnica de IHQ. Destes, 58% (69/118)
receberam o escore 4 (> 60% das células marcadas) (Fig. 2H) e 52% (61/118)
a intensidade de marcacao fraca.

A associacao entre IGF-1 e o padrdao de marcacdo do c-KIT foi
observada para o escore de marcacdo, dos casos com c-KIT citoplasmatico
(88/125), 65% (57/88) receberam o escore 4 para IGF-1, (p=
0,0012).0Observou-se também associacdo da intensidade de marcacao de IGF-
1 e o padréao citoplasmatico do c-KIT (p= 0,0050) com distribuicao igualitaria de
43% (38/88) tanto para intensidade fraca quanto para a moderada (Fig.2H).

Em relacdo ao SCF, observamos a associacdo da intensidade de
marcacgado do SCF com a expresséao de IGF-1, tanto na avaliagcao por escore de
marcagdo quanto por intensidade de marcacdo (p= 0,0405 e p= 0,0153)
respectivamente.

A intensidade de marcacdo do m-TOR, se associou com a intensidade
de marcacédo do IGF-1 (p< 0,0001) com 92% (114/124) dos casos sendo
positivos para os dois marcadores (Fig. 2G, H e ), destes 19% (24/124)
apresentaram a combinacdo de marcacao fraca para IGF-1 e moderada para
m.-TOR. Foi observada também associacdo do escore de marcacao de IGF-1
com a intensidade de marcacao do m-TOR (p=0,0083), 29% (33/114) com a
combinacao de escore 4 para IGF-1 e intensidade moderada para o m-TOR
(Fig. 2J).

Quando foi avaliada a relagéo entre a expressao de IGF-1 e os fatores
prognésticos analisados, observou-se a associacdo entre o escore de
marcacao e o indice mitotico (p= 0,0021), sendo que 55% dos casos (69/125)
receberam escore 4 e destes 94% (65/69) tiveram IM até 5 figuras de mitose. A

relacdo de dependéncia entre a distribuicdo da intensidade de marcacgdo do
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IGF-1 (118 amostras), segundo o porte categorizado dos animais (128
amostras) foi significativa (p= 0,0334) com 36% (43/118) dos cées sendo de
porte grande e com intensidade de marcacdo fraca. Além disso, todas as
amostras com intensidade de marcacéo forte eram de cées de porte grande
(14/118).

A B
C D
E F

Figura 1. Mastocitoma cutaneo canino, na coluna das esquerda amostras classificadas como de baixo
grau de malignidade e na coluna da direita de alto grau de malignidade, de acordo com Kiupel et al.
(2011) em aumento de (400x), barra 20um. A, B: Coloragdo de hematoxilina e eosina. C, D:
Imunomarcacgéo para o anticorpo anti-CD117 (c-KIT) padrdo membranoso e citoplasmatico focal. E, F:

Imunomarcacgéo para o anticorpo anti-SCF.
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Figura 2. Mastocitoma cutaneo canino, na coluna das esquerda amostras classificadas como de baixo
grau de malignidade e na coluna da direita de alto grau de malignidade, de acordo com Kiupel et al.
(2011) em aumento de (400x), barra 20um.. G, H: Imunomarcagéo para o anticorpo anti-IGF-1 alguns
mastocitos marcados fortemente e marcacdo moderada e difusa. |, J: Imunomarcacdo para o

anticorpo anti-m-TOR marcacao forte e moderada.

DISCUSSAO

Este estudo se pautou no fato de o SCF e o seu receptor c-KIT
desempenharem papéis cruciais no ciclo celular, inclusive nos mastocitos,
atuando na diferenciacdo, desenvolvimento, proliferacdo, quimiotaxia, adesao,
sobrevivéncia e ativacdo destas células (London et al. 1999, Roskoski et al.
2005, Da Silva et al. 2006), além dos efeitos do IGF-1 sobre o crescimento

celular, inducdo da mitose, proliferacdo e diferenciacdo celular, observados
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também em diversos tipos de neoplasias (lbrahin & Yee 2004, Jones et al.
2009, Annunziata, Granata, Ghigo 2011, Gallagher & Le Roith 2011).

O m-TOR desempenha um papel central no controle de atividades
essenciais para a célula: transcricdo, estabilidade proteica, biogénese
ribossomal, autofagia, controle do tamanho celular entre outros (Wullschleger
et al. 2006, Allbanel et al. 2007). A expressao proteica de SCF foi observada
em todas as amostras avaliadas, com mais de 60% das células neoplasicas
marcadas. Nao ha relatos na literatura sobre o papel deste fator de crescimento
em MTCs caninos. Takeuchi et al. (2010) determinaram a expressédo de SCF
em uma linhagem de mastécitos neoplasicos de cdes com o uso da técnica de
Western blotting, e observaram que a fosforilacdo do receptor c-KIT pode ser
causada pela via de estimulacdo autécrina do SCF em mastocitos que tenham
mutagdes funcionais no gene KIT.

A maioria (70%) dos MTCs com padrdo de marcacdo citoplasmatica
para c-KIT apresentou imunomarcacdo de SCF, quando comparado com 0s
MTCs com KIT membranoso (30%). O padrdo de marcacédo citoplasmatico de
c-KIT é considerado um padrdo aberrante de localizacdo da proteina KIT e
demonstra maior fosforilacdo desta, resultando em ativacdo dos receptores
tirosina quinase (Webster et al. 2007). Os padrdes de marcacéo
imunoistoquimica da proteina KIT séo independentes das mutacdes no exon 11
do KIT (Webster et al. 2006). Takeuchi et al. (2010) também observaram
fosforilagdo consistente do c-KIT em uma das linhagens de mastécitos
avaliadas e que nao apresentavam mutacdes no gene KIT . Uma das hipdteses
dos autores foi a de que o receptor c-KIT poderia ser ativado pelo SCF por
mecanismos autocrinos nos quais, 0 SCF secretado pode ser utilizado para
ativar os seus proprios receptores c-KIT (Takeuchi et al. 2010).

E possivel que a isoforma citoplasmatica do KIT possa ser ativado pelo
SCF soluvel (SCFs). Em nosso trabalho néo foi possivel determinar qual a
isoforma do SCF (soluvel ou ancorada a membrana) foi expressa nas amostras
avaliadas, pois o0 anticorpo utilizado detecta ambas as formas. No entanto nao
observamos a expressdao do SCF no meio extracelular que circundava os
mastécitos nos MTCs caninos analisados, exceto em células endoteliais de

vasos sanguineos e fibroblastos. O que poderia nos levar a inferir que a maior
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parte do SCF expresso nos MTCs caninos que avaliamos seja a isoforma
ancorada a membrana (SCF,). Ambas as formas do SCF séo biologicamente
ativas com funcoes distintas, bem como com sobreposi¢céo de funcdes. SCFm
induz ativacdo do receptor c-KIT mais persistente do que SCF soluvel
(Linnekin, Jelacic, Shivakrupa 2003). E provavel que a internalizacdo do
receptor c-KIT ocorra apos a sua ligagdo com o SCFm. Estes fatos explicariam
a associacdo entre a expressdao do SCF e o padrdao de imunomarcacao
citoplasmatica do c-KIT, observada em nosso trabalho.

A expressdo de SCF foi associada a proliferacdo celular e ao indice
mitético quando se avaliou a sua intensidade de marcagdo. A maioria dos
casos (86%) teve um indice mitotico menor ou igual a 5 figuras de mitose e a
proliferacdo celular avaliada pela proteina KI-67 comportou-se da mesma
maneira, com a maior parte das amostras (65%) tendo a contagem até 7
células positivas. A contagem do numero de figuras de mitose integra a
graduacado histologica dos MTCs (Kiupel et al. 2011), no entanto, estudos
demonstraram que o IM pode ser um fator preditivo independente (Romansik et
al. 2007, Elston et al. 2009). A avaliacdo do indice de proliferacédo celular pela
expressdo da proteina Ki-67 tem sido realizada nos MTCs pela IHQ com alto
valor preditivo (Abadie, Amardeilh, Delverdier 1999; Scase et al. 2006, Webster
et al., 2007, Webster et al. 2008, Maglennon et al. 2008, Thompson et al.
2011). Assim como Takeuchi et al. (2010) que ndo observaram efeito do SCF
sobre a proliferacdo celular nas 3 linhagens de mastocitos neoplasicos
avaliadas; observamos que a intensidade de marcacdo do SCF esta
inversamente associada a proliferacdo celular no MTC. A associagao
observada entre a expressao proteica de SCF e a graduacao histopatologica
proposta por Kiupel et al. (2011), teve a maioria dos MCTS como de baixo grau
de malignidade, o que corrobora com os achados observados em relacdo ao IM
e a proliferagédo celular em nosso trabalho, tendo em vista que MTCs de baixo
grau apresentam um indice de proliferacao celular menor (Kiupel et al. 2011). A
divisdo e a proliferacdo celular envolvem mudltiplas proteinas que ativam e
inibem estes processos, o0s tecidos normais controlam a producéo e liberacdo
de sinais promotores de crescimento que coordenam a entrada e a progressao

da célula no ciclo de divisdo celular (Hanahn & Weinberg 2011). Uma hip6tese
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para a associacdo observada entre a expressao de SCF e a menor proliferacéo
celular nos MTCs caninos é a atuacdo deste fator de crescimento em
mastocitos normais, sua ligagdo com o c-KIT é necessaria para o crescimento
e proliferacéo destas células, o que poderia explicar a expressao maior de SCF
em MTCs caninos bem diferenciados, porém com controle da fosforilagdo deste
receptor tirosina quinase, ao contrario do que poderia ser observado na
localizac&o citoplasmética de c-KIT.

A localizacdo anatémica dos MTCs foi relacionada a expresséo de SCF
na avaliagcédo por escore de marcacéo, sendo que 43% dos casos localizavam-
se em tronco e membros. De todos os casos avaliados 40% estavam
localizados no tronco e somados, tronco e membros representaram 68%. O
mastocitoma ocorre em todo o organismo, mas no tegumento os locais de
maior ocorréncia sdo o tronco e extremidades (Kiupel et al. 2005, Thamm &
Vail 2007). Brgden et al. (2010) também observaram em seu trabalho que 40%
dos MTCs localizaram-se em tronco. Ainda ndo ha uma explicacdo para esse
fato. No entanto em humanos o SCF é expresso em niveis diferentes em
fibroblastos, células endoteliais, ao longo da via migratéria de células tronco
embrionarias, células de Sertoli, foliculos ovarianos, encéfalo, timo e medula
O0ssea, bem como em niveis séricos baixos (Linnekin, Jelacic, Shivakrupa
2003). Uma das razbes para a prevaléncia do MTCs em tronco e membros
poderia ser a proporcao entre os diferentes niveis de expresséo das isoformas
do SCF nestas localizagbes anatdbmicas. A maior parte dos casos apresentou
intensidade de marcacdo moderada 40% (53/133) e 20% (26/133)
apresentaram intensidade de marcacéo forte, destes obtivemos a informacao
da localizacdo do tumor em apenas 53% (14/26) sendo a maioria em tronco e
membros 64% (9/14). Essa expressao mais forte do SCF poderia explicar a
prevaléncia maior dos MTCs em troncos e membros. Outra hipétese seria a
maior propor¢ao de fibroblastos nestas regides, que tem a derme mais espessa
em relacéo ao restante do corpo (Muller 2001). Os trabalhos de Kitamura et al.
(1989), Fujita et al. (1989) e Jarboe & Huff (1989) relataram evidéncias
bioldgicas fortes de que fibroblastos podem produzir as isoformas SCF,, e
SCFs.
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A idade em categorias também foi relacionada a expressdo de SCF,
com predominio em caes de meia idade (5 -11 anos) com maior expressao
proteica de SCF. Este achado pode contribuir para o fato de que o MTC ocorre
mais frequentemente em animais com média de idade de nove anos (Thamm &
Vail 2007). Nao ha nenhum trabalho que tenha associado a expressédo de SCF
em cées e a idade dos animais. Outros fatores, além da expressdo aumentada
de SCF podem contribuir para o desenvolvimento dos MCTs em cédes com esta
faixa etaria, como o padrdo de expressao aberrante do c-KIT.

A expressao de IGF-1 nos MTCs caninos foi de 94% de positividade.
Embora estudos prévios tenham identificado a relagdo entre os niveis séricos
de IGF-1 e o porte em varias racas de caes (Eigenmann, Amador, Patterson
1988) e tenham sido relacionados ao crescimento em humanos (Froesch et al.
1963, Daughaday et al. 1972) o fato que deve ser lembrado € que, sdo os
valores teciduais e ndo os séricos de IGF-1 que determinam o crescimento do
corpo (Yakar et al. 1999).

Foi observada a associacdo entre a expressao de IGF-1 e c-KIT, com a
maioria dos casos tendo mais do que 60% das células marcadas pelo IGF-1 e
apresentando padrao de marcacgéo citoplasmético do c-KIT. O receptor para o
IGF-1 o IGF-1R é um importante receptor tirosina quinase (RTK), envolvido na
sinalizacado mitogénica e ligado também ao desenvolvimento e progressao de
neoplasias malignas (Larsson, Girnita, Girnita 2005). O aumento da expressao
e ativacdo de RTKs é muitas vezes ligado a fenotipos agressivos de neoplasias
(Sivakumar et al. 2009), nos MTCs avaliados, ocorreu fato semelhante tendo
em vista que MTCs caninos que apresentam o padréo de expressao aberrante
de c-KIT séo considerados tumores de pior valor preditivo.

A associacao entre a expressao de IGF-1 e SCF foi observada no nosso
trabalho. McNiece & Briddel (1995) descreveram a acgao sinérgica entre SCF e
outros fatores de crescimento. Uma possibilidade seria o SCF atuar na
mobilizagdo de mastdcitos, para o local onde ele esta sendo secretado em
guantidade maior por fibroblastos e pelos proprios mastécitos e o IGF-1 atuar
no crescimento, proliferacdo e diferenciacdo destes mastocitos. Isso explicaria
a co-expressao destes dois fatores e o fato de o SCF néo estar associado a
MTCs caninos com alto indice mitético, além disso observamos que apenas
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49% (61/125) MTCs apresentaram a intensidade de marcacao fraca para o
IGF-1, o que explicaria a prevaléncia de MTCs mais diferenciados.

As expressoes de IGF-1 e m-TOR foram observadas simultaneamente
em 92% das amostras de MTCs caninos analisados. As fungdes do m-TOR
gue sdo mais bem entendidas em células de mamiferos estao relacionadas ao
controle da transcricdo e traducdo do RNA mensageiro, sintese proteica
biogénese ribossomal, autofagia e controle do tamanho celular (Albanell et al.
2007). A sinalizacdo do IGF-1R pelo IGF-1 também pode estimular o
crescimento de células neoplasicas, devido aos eventos patolégicos
moleculares envolvidos em vias de sinalizacdo relacionadas (Annunziat,
Granata, Ghigo 2011). Como o observado por Rebuzzi et al. (2007)
descreveram em MTCs caninos, o envolvimento da via do m-TOR/PI3K na via
de sinalizacdo do VEGF, que por sua vez estimula a neovascularizacdo e
asobrevida das células neoplasicas. O aumento de m-TOR poderia se
relacionar a angiogénese nos MTCs estudados, ligada a maior sobrevida dos
mastocitos e talvez um controle de entrada no ciclo celular. Uma vez que o m-
TOR esta envolvido na expressao génica e proteica da célula, o aumento
concomitante de IGF-1 e m-TOR se complementam e asseguram O
crescimento celular dos MCTs caninos.

As andlises feitas relacionando a expressdo de IGF-1 e os fatores
prognésticos analisados determinaram a associagcdo entre o escore de
marcacdo do IGF-1 e o indice mitdtico. O IGF-1 € um importante fator
mitogénico devido ao seu papel na promocgdo da diferenciacdo somatica
(Annunziata, Granata, Ghigo 2011). A maior parte dos casos (88%) apresentou
até 5 figuras de mitose, mesmo com altos escores de expressdo de IGF-1.
Considerando o microambiente celular, os efeitos proliferativos do IGF-1
podem ser sucedidos por inducdo da diferenciacdo celular (Annunziata,
Granata, Ghigo 2011), o que pode explicar estes achados, supondo-se que 0s
mastocitos neoplasicos ja se encontravam em fase de diferenciacdo e ndo de
proliferacdo e somando-se a isso, observamos 74% de MTCs de baixo grau de
malignidade ou seja, tumores mais diferenciados.

Um dos achados mais interessantes deste trabalho foi, a associagao
entre a expressdo do fator de crescimento IGF-1 e o porte dos animais
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acometidos pelo MTC. Observamos que 82% dos casos que expressaram
IGF-1 eram de cdes de porte grande e gigante. Uma das hipéteses para
explicar esta relacédo é a influéncia do gene IGF1 e a sua proteina expressa o
fator de crescimento IGF-1. O gene IGF1 é um determinante genético forte do
tamanho do corpo dos mamiferos, em cdes um unico alelo deste gene é o
determinante para o porte na maioria das racas pequenas (Sutter et al. 2007).
Sendo assim, o porte do animal pode influenciar no surgimento dos MTCs
caninos, ligados aos receptores do tipo tirosina quinase e seus ligantes, como &
0 caso do IGF-1. A expressédo de IGF-1 em cées até agora foi pouco estudada,
principalmente em doengas como neoplasias. A expressdo deste fator foi
avaliada em linhagens de células de osteossarcomas e tumor neuroenddcrino
de péancreas, 0s niveis séricos maiores foram determinados em caes com
tumores de mama e neoplasias hepaticas (Macewen et al. 2004, Neumann et
al. 2007, Finotello et al. 2009, Queiroga et al. 2009).

A relacdo de dependéncia entre a expressdo proteica dos fatores de
crescimento SCF e IGF-1 e os marcadores moleculares envolvidos em suas
vias, c-KIT e m-TOR foi observada nos MTCs caninos avaliados. A expressao
proteica de SCF esta envolvida no desenvolvimento do MTC canino e esta
associada a expressao de seu receptor celular c-KIT, fatores progndsticos
como o grau histologico proposto por Kiupel et al. (2011), indice mitético e
proliferacéao celular, e fatores epidemiolégicos como a localizacdo anatémica da
neoplasia e a idade dos animais acometidos. A co-expresséao do fator IGF-1 foi
demonstrada em MTCs caninos e se relacionou com a expressao proteica de
c-KIT, SCF e m-TOR, que pode ser explicada pela integralizacdo das vias
moleculares de acao dessas proteinas. Os diferentes padrbes de expressao e
associacdo destas proteinas, somados aos fatores prognosticos e dados
epidemiologicos podem refletir o comportamentos biolégico variavel do MTC

canino.
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INSTRUCOES AOS AUTORES

Pesquisa Veterinaria Brasileira

Apresentacao de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUC;AO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois
altimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar 0s nomes, tanto para

facilitar_sua identificacdo cientifica, como para as cita¢des bibliograficas. Em

muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e
abreviar os demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva,
inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva
S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva
S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacdo, recomenda-se que 0sS

trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos devem ser seguidos de "INDEX TERMS" ou "TERMOS DE
INDEXACAQ", respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclus@es. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em
negrito e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;
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e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem
gue a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do
objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com
animais, deve constar a aprovacgéo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los
em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura.
N&o convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de
modo a evitar uma obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados
no trabalho;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0os nomes
de todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em
ordem cronolégica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada
publicacéo e, abreviado ou por extenso (se tiver davida), o nome da revista ou
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Institute for Biological Sciences), o "Bibliographic Guide for Editors and

Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de

fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob
"Instrugcbes aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na
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fonte Helvética, corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4,
com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
figuras e os Quadros no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras
(inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.
Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da

ferramenta "Inserir" do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as

informacdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma

qualidade;

b) a redacao dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito ap6s a palavra

ou frase que motivou a nota. Essa numeracdo sera continua por todo o

trabalho; as notas seréo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo
sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados
no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre
que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo
escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo deverdo conter citacdes
bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina deverd constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails de outros autores;

d) siglas e abreviagcbes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso;

e) citacOes bibliogréaficas serdo feitas pelo sistema "autor e ano”; trabalhos de
até trés autores serao citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo
nome do primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos nao se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados
na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da
respectiva referéncia, "(Resumo)” ou "(Apud Fulano e o ano.)"; a referéncia do
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trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma s6 vez. A mencao de
comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacbes de
trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do
autor e o ano, nem ponto-e-virgula apdés cada ano; a separagao entre
trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas, exememplo: (Christian &
Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de
caixa alta, com o0s nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em
conformidade com o padrdao adotado nos ultimos fasciculos da revista,
inclusive quanto a ordenacéo de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem obtidas

através de cameras digitais (com extensdo "jpg"), 0s arquivos deverdo ser

enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em

papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
Ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura
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pela palavra "pé". Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengbes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
("slides"). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser
colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderao ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressdo das
figuras poderé ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacgdes suficientes para
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gue estas sejam compreensiveis, (até certo ponto auto-explicativas, com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deveréo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tracos poderé haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomegando, se
possivel, com "a" em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo do

Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda.
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CONCLUSOES GERAIS

= As expressoOes de SCF e seu receptor c-KIT estdo associadas e podem
refletir a interag@o entre a isoforma ancorada a membrana do SCF e a

internalizacao do c-KIT.

= Observamos a associacdo entre a expressao de IGF-1 e o porte dos
animais sugerindo que, animais de porte grande expressam mais RTKs

e isso levaria a uma prevaléncia maior do MTC nessas ragas.

= A proliferacdo celular e o indice mitético estdo inversamente

relacionados a expressao de SCF.

= O grau histolégico de acordo com Kiupel et al. (2011) foi associado a
expressdo de SCF com predominio de MTCs de baixo grau de

malignidade.

» Arelacdo entre IGF-1 e SCF pode refletir o estado de diferenciacédo dos
tumores e explica a associagdo com MTCs bem diferenciados.

= As expressdes de IGF-1 e m-TOR foram associadas e podem refletir a
integralizacao das vias sinalizadoras favorecendo o desenvolvimento do
MTC canino.

* A localizagdo anatdmica dos tumores foi associada a expressao intensa
de SCF.
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