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ALTERAÇÕES NO NÚMERO DE CÓPIAS GENÔMICAS EM MASTOCITOMAS 
CUTÂNEOS CANINOS 

 
RESUMO - O mastocitoma é a neoplasia cutânea de maior incidência nos cães e 
embora existam diversos fatores prognósticos, o comportamento clínico e biológico 
altamente variável desta neoplasia, faz como que a previsão da evolução e a 
escolha do melhor tratamento a ser utilizado sejam ainda um desafio. Desta forma, a 
utilização de técnicas moleculares que avaliam uma grande quantidade de genes 
envolvidos no processo neoplásico, pode ser uma ferramenta importante na 
determinação do prognóstico e até mesmo na eleição de genes candidatos a terapia 
alvo molecular. Uma das formas de se identificar os genes associados ao 
desenvolvimento ou a progressão tumoral é a investigação das alterações 
numéricas e estruturais em DNA isolado de células neoplásicas através da técnica 
de CGHarray (hibridação genômica comparativa baseada em arrays). Este estudo 
foi delineado com o objetivo de comparar as alterações do número de cópias 
gênômicas (ganhos/perdas) em mastocitomas cutâneos caninos de animais que 
sobreviveram um período menor que seis meses (SV<6), com aqueles com 
sobrevida superior a um ano (SV>12). Para isto foram selecionados 10 cães com 
mastocitoma cutâneo. A técnica de CGHarray foi utilizada em 4 mastocitomas do 
grupo SV>12 e em 6 do grupo SV<6. Os DNAs genômicos foram extraídos e os 
dados de alterações nos números de cópias de DNA foram gerados utilizando-se a 
plataforma Canine Genome CGH Microarray 4x180. A análise dos dados foi 
realizada utilizando o programa Nexusversion 5.0. Os resultados mostraram a média 
de 55,5 alterações no numero de cópias (CNA) nos casos avaliados. Os 
mastocitomas do grupo SV>12 apresentaram média de CNA de 11,25, enquanto que 
os tumores do grupo SV<6 apresentaram média de 85,0 CNA. No grupo SV<6 
houve 75 genes caracterizados que apresentaram ganho e 16 genes caracterizados 
que apresentaram perda no número de cópias. No grupo SV>12 foram identificados 
24 genes com ganho no número de cópias e nenhum gene deste grupo apresentou 
perda no número de cópias. Concluindo-se que mastocitomas de pior prognostico 
apresentaram maior alteração no número de cópias genômicas, como também 
regiões de perda nos genes PTEN, FAS e regiões de ganho nos genes MAPK3, 
WNT5B, FGF, em comparação a mastocitomas de melhor prognostico. 
 
 
Palavras chave: CGHarray; mastocitoma; cães; oncologia;  
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GENOMIC COPY NUMBER ALTERATION IN CANINE CUTANEOUS MAST CELL 
TUMORS 

 

ABSTRACT- Mast cell tumours are the most common cutaneous malignant tumours 
in the dogs. Although there are several prognostic factors, the clinical and biological 
behavior of this tumor is highly variable, making the choice of the best treatment to 
be used, a challenge. Thus, the use of molecular techniques to evaluate a large 
number of genes involved in the neoplastic process, as it can be a valuable tool in 
determining prognosis and  the election of candidate genes to molecular targeted 
therapy in the future. One way to identify the genes associated with the development 
or tumor progression is the investigation of numerical and structural changes in DNA 
isolated from tumor cells using the technique of CGHarray (comparative genomic 
hybridization). This study was designed in order to compare changes in the number 
of gene copies (gains / losses) in canine cutaneous mast cell tumors of animals that 
survived a period less than six months (SV <6) to those with a higher survival, more 
than one year (SV> 12). For this, 10 animals were selected. The CGH array 
technique was used in 4 mast cell tumor from group SV> 12 and six animals from 
group SV <6. Genomic DNA was extracted and the data for changes in copy number 
of DNA were generated using the platform Canine Genome CGH Microarray 4x180 
(ID-252 552 - Agilent). Data analysis was performed using the Nexus program 
version 5.0 (Biodiscovery). We were detected an mean of 55.5 changes in copy 
number (CNA) in the cases evaluated. The group SV> 12 present an average of 
11.25 CNA while the SV<6 group present a mean of 85.0 CNA. In group SV <6 there 
were 75 genes that had characterized gain and 16 genes that showed copy number 
loss. The group SV> 12 show 24 genes with copy number gain and there were no 
loss in this group. The mast cell tumors with a worse prognosis show more changes 
in genomic copy number compared to mast cell tumors with better prognosis. 
Regions of loss in the genes PTEN and FAS genes and regions of gain MAPK3, 
WNT5B, FGF were detected in mast cell tumors of poorer prognosis. 
 
 
Keywords: CGHarray; mast cell tumor; dogs; oncology;
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um processo complexo decorrente de um desequilíbrio entre o 

crescimento e a divisão celular, resultado do acúmulo de inúmeras mutações genéticas 

que provocam alteração no ciclo celular normal (FROLOV et al., 2003).  

Dentre as diversas neoplasias caninas, o mastocitoma (MCT) desperta particular 

interesse na oncologia veterinária, por ser a neoplasia cutânea de maior frequência 

nesta espécie e por possuir particularidade e comportamento biológicos extremamente 

variáveis dentro de um mesmo grau de diferenciação histopatológica, o que dificulta ou 

impossibilita a determinação do prognostico, quando baseado apenas nestas 

características (KIUPEL et al., 2011). 

A caracterização do genoma canino permitiu, nas ultimas décadas, a identificação 

de diversos genes relacionados à carcinogênese em diferentes tipos de neoplasia, 

através de diferentes metodologias, geralmente estudando um número limitado de 

genes envolvidos no desenvolvimento neoplásico (BREEN, 2004; OJOPI & DIAS, 

2004). Uma das técnicas atualmente disponíveis para a identificação das alterações 

genéticas em um processo neoplásico é a comparação entre o número de cópias 

gênicas do genoma normal de uma espécie com a sequencia gerada a partir de 

tumores. 

A tecnologia de Hibridização Genômica Comparativa por microarranjo (Comparative 

Genomic Hibridization array - aCGH) é uma ferramenta importante para investigar os 

processos biológicos através de uma ampla análise de gene de uma célula em 

particular, de um tecido ou organismo (KROL et al., 2008) 

Alguns tumores que apresentem características microscópicas semelhantes e 

mesmo grau de diferenciação podem apresentar comportamentos biológicos diferentes, 

tornando o tratamento e o prognóstico um desafio. Desta forma, a classificação tumoral 

baseada no padrão de alterações gênica em larga escala, pode ser importante para 

avaliar o comportamento destas neoplasias (FROLOV et al., 2003; OJOPI & DIAS, 

2004.; OKAMOTO, 2005).  

A utilização da tecnologia de microarray nos MCT caninos pode significar um 

avanço no estudo desta neoplasia, pois poderá permitir prever o comportamento 

biológico de forma mais precisa do que apenas pela graduação morfológica atualmente 

empregada e, desta forma, direcionar a terapia a ser empregada de acordo com a 

agressividade da neoplasia. 
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 2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Mastocitomas cutâneos caninos 
 
 O MCT canino é uma neoplasia maligna composta por mastócitos, muito 

frequente em cães, correspondendo a 11% dos tumores malignos cutâneos nessa 

espécie (VILLAMIL et al., 2011). Estudos brasileiros relataram frequência entre 

20,9% (SOUZA et al., 2006) e 22,4% (MEIRELLES et al., 2010), sendo considerada 

a segunda neoplasia maligna mais frequente do cão (DE NARDI, 2002). Cães das 

raças Boxer, cães sem raça definida, Labradores e os Teckel são frequentemente 

acometidos (COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; FURLANI et al., 2008). 

 A etiologia dos MCT é pouco compreendida, e alguns autores relatam a 

exposição à substâncias irritantes e doenças crônicas de pele como fatores 

predisponentes (DALECK et al., 2009). Alguns estudos demonstram que a mutação 

no gene c-KIT contribui em alguns casos para o desenvolvimento da doença, uma 

vez que este gene codifica o receptor KIT que quando mutado, estimula a 

proliferação celular descontrolada (ZEMKE et al., 2002; TURIN et al., 2006; 

WEBSTER et al., 2007). 

 A apresentação clínica dos MCT é altamente variável, podendo se apresentar 

como nódulos únicos, macios, não aderidos, circunscritos, não ulcerados até 

massas grandes, ulceradas, aderidas com invasão do tecido subcutâneo. Múltiplas 

lesões podem ser encontradas em 11 a 14% dos casos (THAMM & VAIL, 2007; 

DALECK et al., 2009).  

Além da apresentação cutânea, o MCT ocorre na forma subcutânea e visceral 

(BLACKWOOD et al. 2012). Clinicamente, a diferenciação entre o MCT cutâneo e 

subcutâneo não é possível, sendo realizada apenas através de exame 

histopatológico (THOMPSON et al., 2010). O mastocitoma visceral é de ocorrência 

menos frequente em cães, acometendo principalmente o baço, fígado, intestinos, 

rins e medula óssea. Os sinais clínicos observados nestes casos estão relacionados 

ao órgão acometido e normalmente são inespecíficos, como anorexia, 

linfoadenopatia, emese, diarreia, esplenomegalia e hepatomegalia, além disto, pode 

ser observada efusão peritoneal (TAKAHASHI et al., 2000) 

Além dos sinais localizados na pele, é comum a ocorrência de síndromes 

paraneoplásicas (SPN) em casos de MCT. Os sinais clínicos associados a este 
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evento decorrem principalmente da de granulação do mastócito, com consequente 

liberação de histamina, heparina, fator quimiotático para eosinófilo e enzimas 

proteolíticas (WELLE et al., 2008; BLACKWOOD et al., 2012). Podem variar desde 

eritema e formação de placa (Sinal de Darier) na pele, devido a manipulação do 

tumor, até a ocorrência de retardo na cicatrização, ulcerações gastrointestinais e nos 

casos mais graves, choque anafilático (THAMM & VAIL, 2007; WELLE et al., 2008). 

 A ulceração gastrointestinal ocorre devido a liberação de histamina que 

estimula os receptores H2 das células parietais do estômago, levando ao aumento 

da produção de HCl e o desenvolvimento de ulcerações gastrointestinais. Estas 

lesões normalmente são múltiplas, acometendo principalmente o estômago e em 

menor frequência, o duodeno. Nestes casos, é comum o aparecimento de sinais 

como hematêmese, anorexia, hematoquesia, melena, dor abdominal e risco de 

peritonite. Segundo WELLE et al. (2008), em 35 a 83% de cães com MCT são 

observadas úlceras gastrointestinais durante a necropsia. 

 Outra complicação comum dos pacientes com MCT, que são submetidos à 

ressecção cirúrgica, é o retardamento da cicatrização e deiscência de pontos, 

possivelmente relacionados à liberação de enzimas proteolíticas e aminas 

vasoativas durante a manipulação que levam a supressão de fatores fibroblásticos 

importantes durante o processo cicatricial (DALECK et al., 2009; BLACKWOOD et 

al., 2012).  

 Embora raro, o choque anafilático é um evento possível, principalmente com 

extensas massas, que foram submetidas à manipulação excessiva durante o 

procedimento cirúrgico. A liberação de histamina em grande quantidade pelas 

células neoplásicas pode levar a um colapso circulatório (WELLE et al., 2008). 

O diagnóstico do MCT cutâneo pode ser realizado através dos exames 

citológico e histopatológico. Dentre as características citológicas, o MCT pertence ao 

grupo das neoplasias de células redondas, caracterizado por ter escassa matriz 

extracelular, presença de grânulos intracitoplasmáticos basofílicos finos a 

grosseiros, evidenciados por corantes como o Romanowsky e seus derivados 

(DeNICOLA, 2009; MACNEILL, 2011). Embora a avaliação citológica dos MCT seja 

um procedimento simples e altamente útil, esta ferramenta diagnóstica funciona 

apenas como um exame de triagem, uma vez que não permite uma correta 

graduação do tumor apenas pela morfologia celular, necessitando de exame 

histopatológico para esse fim (STREFEZZI et al., 2003; STREFEZZI et al., 2009). Na 

avaliação convencional, critérios de malignidade, tais como a anisocariose e 
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anisocitose não apresentaram correlação com o comportamento clínico do tumor 

(MACNEILL, 2011).  

Atualmente, a graduação histopatológica é a ferramenta mais utilizada na 

tentativa de predizer o comportamento biológico do MCT (BOSTOCK, 1973; 

PATNAIK et al.,1984; KIUPEL et al., 2011). 

O sistema de graduação proposto por Patnaik et al. (1984) é o mais utilizado 

para a classificação do MCT. De acordo com este sistema de classificação, eles 

podem ser divididos em três grupos: MCT grau I; compostos por fileiras ou 

agrupamentos de mastócitos neoplásicos monomórficos, bem diferenciados com 

núcleo arredondado, e granulações pequenas intracitoplasmáticas e apresentam 

celularidade confinada a derme. Apresenta raras figuras de mitose, ausência de 

células binucleadas e podem apresentar mínima reação estromal ou necrose; MCT 

grau II são moderados a acentuadamente celulares, com mastócitos neoplásicos 

moderadamente pleomórficos, apresentando núcleos arredondados e/ou 

pleomórficos, granulação intracitoplasmática de tamanho variado com extensão 

celular a derme profunda, subcutâneo e, ocasionalmente, a planos profundos. Os 

MCT grau II apresentam até duas figuras de mitose por campo de grande aumento 

(cga/400x), discretas áreas de edema, necrose e hialinização do colágeno; MCT 

grau III são compostos por mastócitos neoplásicos com pleomorfismo acentuado, 

com núcleos vesiculares, arredondados e pleomórficos, contendo um a múltiplos 

nucléolos proeminentes. As células são arranjadas em densos lençóis que invadem 

o tecido subcutâneo e muscular. Os MCT grau III apresentam de três a seis figuras 

de mitose por cga/400x, áreas de hemorragia, edema, necrose e hialinização do 

colágeno. 

Embora o sistema de Patnaik ainda seja considerado o “padrão ouro” para o 

prognóstico dos MCT, o fato de ser baseado em critérios subjetivos faz com que 

exista uma grande variação inter-observadores, diminuindo a confiança neste 

sistema de classificação. Esta subjetividade foi comprovada no trabalho de Northup 

et al. (2005). Estes pesquisadores avaliaram a concordância entre 10 patologistas 

na graduação de 60 MCT. Os autores observaram que em apenas 7% dos casos 

houve concordância de todos os patologistas na graduação, seguindo os critérios 

propostos por Patnaik e colaboradores. Em 10% dos casos, um mesmo tumor foi 

classificado entre os patologistas do estudo nos três graus propostos por Patnaik, 

demonstrando desta forma, a variação inter-observadores neste tipo de 

classificação. 
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Com a intenção de tornar a graduação histopatológica mais precisa e menos 

propensa a variações em sua interpretação, Kiupel et al. (2011) propuseram uma 

nova graduação para os MCT cutâneos, utilizando critérios mais objetivos. Esta nova 

classificação histopatológica se baseia em apenas dois graus: baixo e alto grau de 

malignidade. MCT cutâneos de alto grau de malignidade são caracterizados pela 

presença de pelo menos uma das seguintes características: (1) pelo menos sete 

figuras de mitose contadas em 10 campos de grande aumento (cga/400x); iniciando 

a contagem a partir do campo de maior número de figuras de mitose; (2) pelo menos 

três células multinucleadas (três ou mais núcleos) em 10 cga/400x; (3) pelo menos 

três núcleos bizarros (núcleos acentuadamente pleomórficos em 10 cga/400x e (4) 

cariomegalia (diâmetro nuclear de pelo menos 10% das células neoplásicas) 

(KIUPEL et al., 2011). Houve 99,3% de concordância entres os patologistas na 

graduação dos MCT de baixo e alto grau de malignidade (KIUPEL et al., 2011).   

A variação entre os graus histopatológicos, os diferentes fatores prognósticos 

e os diversos protocolos quimioterápicos utilizados no tratamento do MCT fazem 

com que a escolha do melhor protocolo seja um desafio (COOPER et al., 2009). 

Para DALECK et al. (2009), a escolha do tratamento MCT fica na dependência do 

grau de envolvimento tumoral, da possibilidade de ressecção cirúrgica com margens 

de segurança, do estadiamento clínico da neoplasia e do estado geral do paciente. 

De forma geral, o tratamento mais comumente utilizado envolve a ressecção 

cirúrgica seguida ou não de quimioterapia antineoplásica. A quimioterapia 

antineoplásica deve ser utilizada nos casos de: doença residual, mastocitoma com 

potencial de metástase/recidiva, para citorredução de massas muito grandes, ou 

como forma de tratamento paliativo em mastocitomas inoperáveis.  

Embora existam inúmeros protocolos quimioterápicos descritos para o 

tratamento do MCT, os mesmos foram avaliados comparando-se grupos 

heterogêneos, com diferentes fatores prognósticos clínicos e histopatológicos, 

dificultando, desta forma, a escolha do melhor protocolo a ser utilizado (COOPER et 

al. 2009; CAMPS-PALAU et. al., 2007). 

 Além dos tratamentos convencionais, a evolução em genética molecular 

permitiu o desenvolvimento de novos protocolos de tratamento para muitos tumores. 

Dentre estas terapias, a utilização de fármacos alvo moleculares, como os inibidores 

de tirosina quinase tem sido amplamente estudados (ISOTANI et al. 2008; 

LONDON, 2009; HANH et al. 2010; YAMADA et al. 2011). Os receptores tirosina 

quinase, além de estarem envolvidos no ciclo celular normal, têm participação 
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fundamental nos processos neoplásicos. A mutação nos proto-oncogenes que 

codificam estes receptores, ou a superexpressão desses tem como consequência 

um descontrole no envio de sinais para proliferação celular que é fundamental para 

o desenvolvimento neoplásico (LONDON, 2009; JARK et al., 2012).  Além disto, 

estes receptores estão envolvidos na angiogênese (através do receptor de 

crescimento endotelial, receptor de crescimento derivado de plaquetas), que é 

importante para a nutrição das células neoplásicas e uma via para a disseminação 

de metástases (THURSON et al., 2004). 

O receptor de tirosina quinase KIT em MCT, representa um dos maiores 

exemplos da participação destes receptores no desenvolvimento de neoplasias em 

cães (HANH et. al., 2010). Após a descoberta da participação dos receptores de 

tirosina quinase no processo de carcinogênese, um grande esforço esta sendo 

direcionado no desenvolvimento de estratégias para inibir estes receptores, tanto 

nas células cancerígenas como no endotélio vascular, com o intuito de inibir a 

angiogênese (ARGYLE, 2007). 

A maior estratégia desenvolvida em medicina veterinária com o intuito de 

inibir a ação dos receptores de tirosina quinase foi a utilização dos chamados “small 

molecule tyrosyne kinase inhibitors”. Estes agem bloqueando a ligação da molécula 

de ATP ao receptor, por mecanismo de inibição competitiva (reversível ou não) 

impedindo a fosforilação e envio de sinais para proliferação celular e angiogênese 

(LONDON, 2009). 

A opção pela utilização deste tipo de terapia deve ser avaliada seguindo as 

indicações clínicas destes fármacos, como a presença de mutação do oncogene c-

KIT, avaliada através de testes moleculares juntamente com achados clínicos e 

histopatológicos, como o diagnostico de MCT grau II e III não passíveis de 

ressecção cirúrgica (LONDON, 2009; JARK et al., 2012) 

O comportamento clínico e biológico dos MCT nos cães é bastante variável, 

podendo se apresentar como uma lesão de caráter pouco agressivo a lesões 

localmente infiltrativas e com alto potencial metastático (O´CONEELL & THOMSON, 

2011). Estas características dos MCT os tornam tumores com comportamento 

biológico imprevisível. Devido a isto, alguns fatores prognósticos podem ser 

utilizados na tentativa de melhor predizer o comportamento desta neoplasia. Estes 

incluem fatores clínicos como, tamanho do tumor, localização, velocidade de 

crescimento e presença de metástases, além de características histopatológicas e 
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imuno-histoquímicas que também auxiliam na caracterização do prognóstico do 

paciente (KIUPEL et. al., 2004; O´CONEELL& THOMSON, 2011). 

Dentre os dados clínicos empregados na atribuição de prognóstico negativo 

estão: tumores maiores que 3,0 cm, tumores com velocidade de crescimento rápida, 

presença de ulceração e presença de metástase (HANH et al., 2004). Embora não 

seja consenso entre os autores, alguns pesquisadores sugerem que a localização 

tumoral em prepúcio, períneo, região inguinal e coxins também pode ser associada a 

pior prognóstico (O´CONEELL & THOMSON, 2011).  

Correlacionar a graduação histopatológica com a sobrevida dos pacientes 

portadores de MCT é um ponto importante, tanto na classificação de Patnaik et al. 

(1984), como na recente classificação proposta por Kiupel et al. (2011). De acordo 

com o estudo original de Patnaik et al. (1984), 93% dos cães com MCT grau I 

sobreviveram mais de 1500 dias, comparados com 47% dos cães com grau II e 6% 

dos cães com grau III. Já para Kiupel et al. (2011), o tempo médio de sobrevida dos 

cães com MCT de alto grau de malignidade é menor que quatro meses e maior que 

dois anos para os cães com tumores de baixo grau. 

A contagem de figuras de mitoses é descrita como fator prognóstico 

independente de outras características histopatológicas (ROMANSIK et al., 2007). 

Porém, os valores de corte relatados para o número de figuras de mitose contadas 

em 10 cga/400x podem variar entre os autores. A metodologia empregada nos 

trabalhos de Romansik et al.( 2007) utiliza os valores de corte de ≤5 e >5 figuras de 

mitose. 

A imunomarcação para a proteína KIT pode ser considerada um fator prognóstico 

importante nos casos de MCT. A presença de imunomarcação perimembranosa 

(padrão KIT 1) não está associada a recorrência da doença, ou diminuição da 

sobrevida, enquanto que as marcações citoplasmáticas focais ou difusas da proteína 

KIT (padrão KIT 2 e 3 respectivamente) estão associados ao aumento na taxa de 

recorrência da doença e diminuição da sobrevida dos pacientes (KIUPEL et. al., 

2004).  

Outro marcador imuno-histoquímico que pode ser utilizado na avaliação do 

prognóstico dos MCT em cães é o Ki-67, um marcador de proliferação celular 

(WEBSTER et. al., 2007). Webster et al. (2007) demonstraram que os pacientes que 

apresentam valor de Ki-67 acima de 23 por campo apresentaram menor sobrevida e 

maior taxa de recorrência local e de metástase a distância, em comparação aos 

cães com Ki-67 inferior a 23 por campo.  
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Embora existam diversos fatores prognósticos baseados em dados clínicos, 

histopatológicos e imuno-histoquímicos, o comportamento clínico e biológico 

altamente variável dos MCT, faz como que a previsão da evolução desta neoplasia e 

a escolha do melhor tratamento a ser utilizado seja ainda um desafio. Desta forma a 

utilização de técnicas moleculares que avaliam uma grande quantidade de genes 

envolvidos no processo neoplásico, pode vir a ser uma ferramenta importante na 

determinação do prognóstico e até mesmo na eleição de genes candidatos a terapia 

alvo molecular no futuro. 

 

2.2. Hibridização genômica comparativa baseada em microarrays (aCGH) 
  

O estudo de correlações entre as características histopatológicas e alterações 

genéticas foi aprimorado a partir da introdução de técnicas moleculares como 

Hibridização in situ fluorescente (FISH), Hibridização Genômica Comparativa, (CGH) 

e CGH associada à microarrays (aCGH) (ISHKANIAN et al., 2010) 

A CGHarray é uma ferramenta molecular, primeiramente descrita por 

Kallioniemi et al. (1992), em tumores, comparando o de DNA proveniente de células 

malignas com as normais. Esta técnica permite uma análise ampla dos ganhos e 

perdas presentes no genoma.    

A técnica de CGHarray possibilita a detecção quantitativa, em alta resolução, 

de alterações no número de cópias de regiões genômicas específicas em diversos 

tipos de doenças, incluindo o câncer, e as associações com características clínicas e 

evolução da doença (PINKEL et al., 2005; ISHKANIAN et al., 2010; PARK et al., 

2010).  

O princípio da técnica de CGHarray baseia-se na co-hibridação do DNA 

extraído da amostra tumoral marcado com um fluoróforo e de um DNA de referência 

da amostra normal marcado com outro fluoróforo em uma lâmina de vidro especial 

que contém milhares de sondas ligadas à lâmina (PINKEL et al., 2005; ISHKANIAN 

et al., 2010; PARK et al., 2010; MULLER et al., 2012). Usando a comparação com o 

genoma de referência, os dados coletados são atribuídos para cada um dos 

cromossomos, que, individualizados, são estruturalmente reconstruídos, 

possibilitando, portanto, a detecção de alterações, podendo, estas, serem ganhos, 

perdas e/ou amplificações genômicas (PINKEL et al,. 2005; ISHKANIAN et al., 

2010). 
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A presença de alterações recorrentes em diversas amostras tumorais pode 

auxiliar na caracterização molecular do tumor, identificando potenciais processos 

celulares e genes alterados, alvos terapêuticos e marcadores moleculares úteis ao 

diagnóstico e prognóstico dos tumores (ALBERTSON et al., 2003; STRATTON et al., 

2009; SANTARIUS et al., 2010).  

As principais alterações genéticas observadas são mutações em ponto, 

amplificações gênicas e alterações cromossômicas estruturais e numéricas, 

incluindo, ganhos, perdas, inversões e recombinações (translocações), sendo que a 

técnica de CGHarray identifica alterações de ganhos e perdas (MULLER et al., 

2012). 

Embora seja utilizada com certa frequência no estudo de neoplasias em 

humanos, na medicina veterinária essa técnica ainda não é amplamente utilizada. O 

primeiro relato da utilização de CGHarray em cães foi feito por Dunn et al. (2000). 

Os pesquisadores identificaram várias alterações genômicas em uma cultura de 

linhagem celular de glioma. 

Também foi utilizada em três casos de linfoma multicêntrico canino por 

Thomas et al. (2003). Os autores demonstraram que é uma tecnologia viável e 

acessível para o estudo de neoplasias em cães.  

A construção de uma plataforma de BACs (bacterial artificial chromosomes) 

com uma resolução de 2Mb (cinco vezes maior do que o CGH cromossômico) para 

uso em CGHarray de cães foi descrita por Thomas et al. (2005). A sequência de 

pares de bases, estabelecida como padrão para os cães, contem 2,4x109 pares de 

bases (Gbp), que corresponde aproximadamente a 99% do genoma canino. Apesar 

de o cão ter 39 pares de cromossomos, comparados com 23 pares dos humanos, o 

genoma da espécie canina contém 0,5 Gbp a menos do que o humano (THOMAS et 

al., 2005).  

Thomas et al. (2007) empregando a mesma técnica na histiocitose canina, 

relataram alterações nessa neoplasia semelhante a estudos com neoplasias 

humanas  maligna relacionadas a pior prognóstico.  

Anos mais tarde, o mesmo grupo de pesquisa avaliou cinco amostras de 

tumor venéreo transmissível de diferentes regiões geográficas na tentativa de 

encontrar padrões genéticos distintos entre as amostras conforme a região 

geográfica que o tumor foi coletado. Os autores observaram um padrão de alteração 

genética similar entre as amostras testadas, sugerindo uma origem comum. Porém, 

quando comparadas com outros tipos de neoplasias que geralmente apresentam 
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baixos níveis de ganho, perdas em heterozigose em extensas regiões 

cromossômicas, o padrão citogenético do TVT mostrou-se diferente, com altos 

níveis de ganho de cópia, deleção em homozigose em pequenas porções avaliadas, 

sem evidência de desbalanço completo de um determinado cromossomo (THOMAS 

et al., 2009a). 

Como em vários processos neoplásicos de humanos, os tumores caninos 

apresentam alterações cromossômicas recorrentes, que devem ser conhecidas para 

facilitar o diagnóstico, prognóstico e a escolha da terapia mais adequada. Neste 

sentido, o CGHarray foi utilizado em neoplasias colo retais caninas na tentativa de 

comparar com as alterações comumente vistas neste tipo de neoplasia em 

humanos. Este estudo permitiu a identificação de várias alterações comuns entre as 

duas espécies, que podem estar relacionadas e serem importantes no 

desenvolvimento de neoplasias colo retais em ambas as espécies (TANG et al. 

2010). Também foi empregado por Angstadt et al. (2011) em osteossarcomas 

caninos na tentativa de caracterizar assinaturas gênicas importantes relacionadas 

com o desenvolvimento tumoral nesta espécie, e comparar com resultados 

encontrados em estudo do osteossarcoma humano. Os autores identificaram 

anormalidades citogenéticas comuns entre as duas espécies, reforçando o papel do 

cão como modelo experimental no estudo dos osteossarcomas humanos. 
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3. OBJETIVOS 

 

- Comparar as alterações do número de cópias gênicas (ganhos/perdas) em MCT 

cutâneos caninos de animais que sobreviveram um período menor que seis meses 

após o diagnóstico com aqueles com sobrevida superior a um ano. 

- Contribuir para a identificação das principais vias envolvidas no processo 

carcinogênico em MCT cutâneos caninos e desta forma selecionar diferenciais que 

possam estar relacionados ao tempo de sobrevida.  
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4.  MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1. Seleção dos animais  
 
Foram utilizados dez animais com MCT diagnosticados por exames citológico 

e histopatológico, atendidos no período de março de 2011 a junho de 2012 no 

Serviço de Oncologia Veterinária do Hospital Governador Laudo Natel – Unesp – 

Jaboticabal.  

Os animais foram caracterizados quanto a raça, sexo, idade e quanto as 

características clínicas do tumor, como volume tumoral (medido com auxílio de um 

paquímetro), localização, forma de apresentação e presença de ulceração e realizada a 

analise descritiva destes dados.  

Os animais foram submetidos à avaliação clínica e laboratorial (hemograma, 

avaliação renal e hepática). Para estadiamento da doença, foram feitos exames de 

imagem (ultrassonografia abdominal e radiografia torácica), punção biopsia 

aspirativa com agulha fina nos linfonodos sentinelas e nos órgãos com alterações 

nodulares ou aumento de volume generalizado. O estadiamento baseou-se no 

Canine Mast Cell Disease: Concensus Panel on Diagnosis, Staging, Grading and 

Therapy of Mast Cell Disease. 1o Encontro Mundial de Oncologia Veterinária – 

ESVONC/VCS, Copenhagen, 2008 (Tabela 1).   
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Tabela 1 – Estadiamento dos mastocitomas segundo o Canine Mast Cell Disease: 

Concensus Panel on Diagnosis, Staging, Grading and Therapy of Mast Cell 

Disease. 
Estádio Tumor Linfonodo regional Metástase 

I único, <3 cm, bem circunscrito - - 

II +1 nódulo, < 3cm com distância 

interlesional > 10 cm, bem circunscrito 

- - 

III 1 ou+, > 3 cm com distância interlesional 

<10 cm, mal circuncrito ou ulcerado 

- - 

IV qualquer tipo lesional + - 

V qualquer tipo lesional + ou - + 

 

O tratamento adotado se pautou nas características histopatológicas do 

tumor, estadiamento clínico, condições gerais do paciente e aceitação dos 

proprietários. As principais formas de tratamento utilizado foram: cirurgia; cirurgia 

seguida de quimioterapia adjuvante a base de vimblastina e prednisona, ou a base 

de vimblastina, prednisona e lomustina; inibidor de tirosina quinase; quimioterapia 

paliativa nos casos de doença metastática e controle paliativo da dor. 

Adicionalmente, alguns pacientes receberam tratamento de suporte, como 

protetores gástricos e anti-histamínicos. 

  

4.2. Coleta, armazenamento e processamento de amostras. 
 

4.2.1 Amostras tumorais 
 

Amostras de MCT de 10 cães foram coletadas imediatamente após a 

remoção cirúrgica. Nos animais em que a realização da cirurgia não era possível 

devido à extensão da doença ou localização tumoral, foi realizado biópsia incisional 

antes da instituição do tratamento. Nenhum dos animais recebeu tratamento 

quimioterápico ou terapia com inibidor de tirosina quinase previamente a cirurgia. 
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De cada tumor foram coletados dois ou mais fragmentos de 1cm3. Uma 

parte da amostra coletada foi armazenada em criotubo estéril, livre de RNAse e 

DNAse, previamente autoclavado. Os criotubos contendo amostras de MCT foram 

então mantidos em nitrogênio líquido a -196ºC e posteriormente, transferidos e 

armazenados em freezer a -80ºC. A outra parte dos fragmentos coletados foi 

armazenada em formalina 10% para análise histopatológica de acordo com Kiupel et 

al. (2011). 

 As amostras de MCT congelados foram cortadas no criostato (LEICA), 

através de cortes de congelamento sequenciais de 5μm e confeccionadas as 

lâminas microscópicas. A seguir foram coradas com Hematoxilina e Eosina e 

posteriormente analisadas em microscópio de luz (LEICA), sendo selecionadas para 

a técnica de CGHarray as amostras que continham mais de 80% de células 

neoplásicas, que posteriormente foram submetidas a extração de DNA. Dos animais 

que apresentavam dois nódulos foi selecionado o de maior grau histopatológico (pior 

prognóstico) para extração de DNA. 

 

4.2.2 Amostras controle 
 
 Foram coletados sangue de 20 cães saudáveis avaliados através de 

exame físico geral e hemograma, provenientes do canil da FMVZ- Unesp campus de 

Botucatu. O animais foram submetidos a venopunção jugular com auxilio de agulha 

30x7 e o sangue foi armazenado em tubos contendo EDTA como agente 

anticoagulante. Após a centrifugação do sangue, foi selecionada a papa leucocitária 

para extração de DNA e com estas amostras foi realizado um pool de DNA 

genômico. A concentração final de DNA após a diluição foi de 500ng de DNA 

genômico controle. 
  

4.3.  Divisão dos grupos 
 

Cães com diagnóstico de MCT foram divididos em dois grupos, de acordo 

com o tempo de sobrevida (SV) dos pacientes: sobrevida superior a 12 meses 

(Grupo SV>12) e sobrevida até seis meses (Grupo SV<6). A divisão dos grupos 

baseou-se nos critérios adaptados propostos por Kiupel et al. (2011). Para esses 

autores, pacientes com MCT de alto grau apresentam sobrevida de até 4 meses, e 

aqueles com MCT de baixo grau sobrevida superior a 2 anos. Desta forma, o 
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propósito da separação dos cães em dois grupos foi selecionar animais com 

prognósticos distintos. Não foram incluídos animais com sobrevida entre 6 e 12 

meses, pois estes situariam-se em uma faixa de transição, o que dificultaria a 

caracterização do prognóstico como favorável ou não.  

 
4.4.  Extração e quantificação de DNA 
 
A extração e quantificação do DNA foi realizado no Laboratório de Neogene 

da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista – Julio de Mesquita 

Filho – Unesp – Botucatu. 

As amostras tumorais foram individualmente clivadas com a utilização do 

equipamento Precellys R (Bio America Inc, Florida, EUA) em tubos com bids 

magnéticos, seguida pela extração de DNA utilizando-se o protocolo de extração 

comercial Qiagen Dneasy blood and Tissue (Nº 69504) para as amostras tumorais. 

Para as amostras de leucócitos sanguíneos (controle) empregou-se o Kit comercial 

GE – Illustra Blood Genomic Prep Mini Spin (Nº 289042-64), ambos de acordo com 

as instruções dos fabricantes. 

Após a extração do DNA, o mesmo foi quantificado através do Nano Drop 

(ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) no Laboratório Neogene, do 

Departamento de Urologia, FMB , UNESP, Botucatu. A avaliação da qualidade e 

integridade do DNA extraído foi realizada através de gel de agarose a 0,8%. 
 
4.5.Protocolo de CGHarray 
 
O protocolo de CGHarray foi realizado no Centro Internacional de Pesquisa  

(CIPE) do Hospital A. C Camargo – São Paulo. 

Após a extração e quantificação das amostras, o DNA tumoral e controle 

foram diluídos em água MilliQ em uma concentração final de 500ng/�l e em um 

volume final de 20,2 �l. Após este processo, as mesmas passaram por uma etapa 

de digestão através da adição de um mix a base de água, Buffer C, BSA Acetilado, 

ALu I e Rsa I mantidas durante 2 horas a 37 graus e por 20 minutos a 65 graus. 

Após a etapa de digestão, as amostras foram incorporadas com as cianinas Cy3- e 

Cy5- dCTPs (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) utilizando reação de 

marcação por random primer (Bioprime DNA Labeling Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA). 

As amostras tumorais receberam marcação com Cy3 e as amostras controles com 
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Cy5. As etapas de purificação, hibridação e lavagem foram realizadas de acordo 

com o protocolo de marcação enzimática recomendado pelo fabricante (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA).  

A intensidade de marcação e rendimento da reação foi avaliada para todas as 

amostras utilizando Nano Drop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) sendo 

combinadas as amostras teste e de referência com eficiências de marcação 

semelhantes. Adicionou-se a cada reação Human Cot DNA, 10X Blocking Agent e 

2X Hi-RPM Hybridization Solution. A mistura de hibridação foi desnaturada a 95°C 

por 3 minutos e incubada a 37°C por 30 minutos em banho seco. Foram adicionados 

27�L de CGH block às reações marcadas e 100uL da mistura final foi adicionada às 

lâminas que foram incubadas a 650C por 24 horas. Os dados de alterações no 

número de cópias de DNA foram gerados utilizando-se a lâmina Canine Genome 

CGH Microarray 4x180K (252552 - Agilent). Essa plataforma possui 

aproximadamente 180.000 sondas que mapeiam genes bem caracterizados, 

particularmente envolvidos em câncer, além de sequências codificadoras e não-

codificadoras (http://www.chem.agilent.com). Após a hibridização das lâminas 

ocorreu a lavagem das mesmas em banhos consecutivos nas soluções de Wash 

Buffer 1 durante 5 minutos, Wash Buffer 2 durante 1 minuto, Acetonitrila durante 10 

segundos e Stabilization and drying solution durante 30 segundos.  

A captura das imagens foi realizada no Microarray Scanner System (Agilent 

G2565CA), utilizando-se o Scan Control Software 8.1. A extração dos dados foi 

realizada usando o Software Feature Extractionv10.7 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA). 

A análise dos dados foi realizada utilizando o programa Nexus version 5.0 

(Biodiscovery - www.biodiscovery.com) e a seleção dos casos ocorreram de acordo 

com o preenchimento dos critérios de qualidade determinados pelo software (valores 

até 0,3). Foi utilizado o algorítimo FASST Segmentation, o qual se baseia no Hidden 

Markov Model, threshold de significância de 5,00E-5 e máximo espaçamento entre 

sondas adjacentes antes de realizar a quebra de um segmento de 1Mb. Foram 

consideradas cinco sondas consecutivas alteradas para determinação de um 

segmento como alterado quanto ao número de cópias. Os limiares considerados 

para ganhos de uma cópia, ganhos de 2 ou mais cópias (alto nível de ganhos), 

perdas de uma cópia e perdas de duas cópias (deleção homozigota) foram 0,3; 1.14; 

-0,3 e -1,1, respectivamente. As alterações em X e Y não foram avaliadas.  
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A seleção de regiões para análises mais detalhadas baseou-se na inclusão de 

alterações presentes em mais de 20% dos casos (regiões representativas). Foram 

consideradas regiões caracterizadas aquelas que apresentam genes nomeados e 

com funções identificadas. 

Foram realizadas análises de vias e redes gênicas, doenças relacionadas e 

função celular ou molecular para as alterações encontradas nos MCT cutâneos com 

o software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity Systems)  
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5. RESULTADOS 
 
 5.1. Animais selecionados 
 

 Dos 10 cães com MCT, quatro compuseram o grupo SV>12 e permaneciam 

vivos até a conclusão deste estudo (sobrevida superior a 1 ano); seis animais 

compuseram o grupo SV<6, com sobrevida de até 6 meses, e vieram a óbito em 

decorrência do MCT. O tempo de sobrevida médio dos pacientes do grupo SV<6 foi de 

3,4 meses (Tabela 2). Entre as raças, o Pitbull foi a mais acometida (4/10), seguido por 

Labradores (3/10), Boxer, Shar Pei e Fox Paulistinha, representados por um exemplar 

de cada (1/10). A idade média dos animais foi de 7,9 anos, variando de quatro a 13 

anos. A distribuição entre os sexos foi semelhante, com 5 fêmeas e 5 machos (Tabela 

2). 

A apresentação clínica mais comum do MCT foi a de nódulos únicos (7/10) (Tabela 

2), sendo que três animais apresentaram 2 nódulos cada, totalizando 13 nódulos. As 

localizações mais comuns foram a região de membros/coxins (5/13), lateral de tórax e 

abdômen (4/13), região inguinal (2/13), lábio (1/13) e vulva (1/13).  

Quatro cães apresentavam nódulos ulcerados, sendo todos do grupo SV<6 (Tabela 

2). Seis nódulos tinham menos de 3 cm e sete nódulos mais de 3 cm. Naqueles cães 

que apresentavam mais de um nódulo, ao menos um era maior que 3 cm. 

A presença de metástase no momento do diagnóstico foi observada em 4/10 

animais (40%), todos pertencentes ao grupo SV<6. Um dos animais apresentava 

metástase em baço e linfonodos ilíacos, os demais apresentam um foco metastático 

detectável no baço, linfonodo ilíaco e linfonodo submandibular (Tabela 2). 

Em relação ao estadiamento, três MCT estavam em estádio I (todos do grupo 

SV>12), três em estádio III (2 do grupo SV<6 e um do grupo SV>12), um em estádio IV 

(grupo SV<6) e três em estádio V (grupo SV<6) (Tabela 2). 

Em relação ao grau histopatológico (Kiupel et al., 2011), cinco animais 

apresentaram mastocitoma de alto grau (todos pertencentes ao grupo SV<6) e cinco de 

baixo grau (quatro pertencentes ao grupo SV>12 e um ao grupo SV<6) (Tabela 2). 

A forma de tratamento utilizada nos pacientes foi baseada na indicação clinica de 

cada caso e da aceitação por parte dos proprietários (Tabela 2). Após o diagnóstico e 

demais procedimentos, quatro animais foram submetidos a cirurgia e quimioterapia 

antineoplásica pós cirúrgica; quatro apenas a cirurgia para remoção do tumor; um 
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animal recebeu apenas quimioterapia paliativa devido a presença de doença 

metastática não passível de ressecção. Um paciente recebeu inibidor de tirosina 

quinase como primeira forma de tratamento, uma vez que o proprietário não tinha como 

comparecer semanal ou quinzenalmente no Serviço de Oncologia para realizar 

quimioterapia e a massa não era passível de ressecção cirúrgica. Um dos pacientes, 

inicialmente tratado com cirurgia e quimioterapia tornou-se refratário ao tratamento e 

passou a recebeu inibidor de tirosina quinase como segunda forma de tratamento. 
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5.2. Caracterização geral das alterações cromossômicas baseadas 
em CGHarray em mastocitomas cutâneos caninos. 

 
Foram detectadas 555 alterações no número de cópias gênicas (CNAs) 

com média de 55,5 por caso. A média de CNAs do grupo SV<6 foi de 85,0, 

enquanto a média de CNAs no grupo SV>12 foi de 11,25. 

Os tumores avaliados apresentaram alterações genômicas que variaram 

de 4 a 246 CNAs por caso, as quais foram divididas em ganhos (1 cópia 

adicional), perdas (1 cópia ausente), alto nível de ganhos (2 ou mais cópias 

adicionais) e perda homozigota (2 cópias ausentes). Foram observados 251 

ganhos (45,22%), 293 perdas (52,79%), 3 ganhos em alto nível (0,54%) e 8 

perdas homozigotas (1,44%). Os cromossomos com maior número de 

sequências envolvidas foram os cromossomo 6 (47 CNAs: 30 perdas e 17 

ganhos) e o 11 (50 CNAs: 48 perdas, uma perda em homozigose e um ganho). 

Os cromossomos com menor número de alterações foram os cromossomos 12, 

28 e 34, com apenas uma alteração presente em cada um (ganho, ganho e 

perda, respectivamente).  

O cromossomo com maior número de sequencias envolvidas em perdas 

foi o 11, com 48 perdas e o cromossomo com maior número de ganhos foi o 

cromossomo 14, com 35 ganhos. 

A Figura 1 representa as alterações encontradas no conjunto total dos 

cromossomos dos tumores avaliados e as respectivas perdas (vermelho) e 

ganhos (azul). A Figura 2 representa, individualmente, os ganhos e perdas de 

acordo com cada cromossomo e em seu respectivo caso.
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5.3. Alterações representativas no número de cópias genômicas em 
mastocitomas cutâneos caninos através de CGHarray. 

Foram avaliadas as alterações presentes em no mínimo 20% dos casos 

de MCT para serem consideradas representativas, independentes da sobrevida 

dos pacientes 

Avaliando-se o número total de casos, foram observados 153 genes que 

apresentaram alteração em mais de 20% das amostras de mastocitomas (112 

genes apresentando ganho e 41 genes apresentando perda do número de 

cópias). Deste total de genes, 91 tiveram a função caracterizada. Os 

cromossomos que apresentaram alterações no número de cópias 

representativas foram os cromossomos 1, 2, 5, 6, 8, 9, 16, 18, 19, 26, 27 e 36. 

O cromossomo 8 foi o que apresentou maior número de alterações no número 

de cópias representativas (3 alterações – duas perdas e um ganho) porém 

relacionadas a regiões não caracterizadas. 

Os cromossomos que apresentam genes caracterizados e relacionados 

com o processo de desenvolvimento tumoral estão listados na Tabela 3. 

Na análise das funções celulares ou moleculares, avaliadas no MCT, 

com o auxílio do programa computacional Ingenuity Pathways Analysis (IPA), 

os principais processos celulares relacionados aos genes alterados e que tem 

correlação com o processo de carcinogênese foram: desenvolvimento celular, 

crescimento e proliferação celular, morte e sobrevida celular, movimento celular 

e morfologia tumoral. (Figura 3) 
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5.4 Alterações no número de cópias genômicas nos mastocitomas 
cutâneos caninos de acordo com a sobrevida dos cães. 

 

No grupo SV<6 houve 75 genes caracterizados que apresentaram 

ganho e 16 genes caracterizados que apresentaram perda no número de 

cópias. No grupo SV>12 foram identificados 24 genes com ganho no número 

de cópias (estes mesmos genes também foram identificados no grupo SV<6) e 

nenhum gene deste grupo apresentou perda no número de cópias (Tabela 4). 

Dos genes atualmente caracterizados, foram selecionados os genes que 

apresentam relação conhecida com o desenvolvimento tumoral e 

correlacionado de acordo com o grupo, segundo a sobrevida dos pacientes. 
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Tabela 4 – Alterações no número de cópias nos genes caracterizados, segundo 
o grupo de sobrevida 
 

 Grupo SV>12 Grupo SV<6 

Total de genes alterados 24 91 

Total de genes 

caracterizados localizados 

em regiões de ganho 

 

24 

 

75 

Total de genes 

caracterizados localizados 

em regiões de perda 

 

- 

 

16 

Genes caracterizados em 

regiões de ganho 

TLE-1 (25% dos casos) 

GIPC2 (50% dos casos) 

TLE-1 (16,6% dos casos) 

GIPC2 (33% dos casos) 

MAPK3 (33% dos casos) 

FOXM1 (33% dos casos) 

FGF23 (33% dos casos) 

FGF 6 (33% dos casos) 

CCND2 (33% dos casos) 

WNTB5 (33% dos casos) 

Genes caracterizados em 

regiões de perda 

 

- 

PTEN (50% dos casos) 

FAS (50% dos casos) 

 MINPP1 (50% casos) 
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5.5. Genes encontrados em regiões de perdas no número de cópias 
genômicas em mastocitomas caninos através da técnica de CGHarray e 
sua relação com a sobrevida dos cães 

 
Os principais genes encontrados em regiões de perda no número de 

cópias estão localizados no cromossomo 26. No total foram encontrados 16 

genes em regiões de perda, que ate este momento já estão caracterizados. Os 

principais genes dessa região que apresentam correlação com o 

desenvolvimento neoplásico estão apresentados na Tabela 4 e correlacionados 

com os pacientes, segundo os grupos SV>12 e SV<6 (Tabela 4). 

O gene PTEN (Phosphatase and tensin homolog) localizado no 

cromossomo 26 apresentou diminuição no número de cópias em 50% dos 

casos do grupo SV<6, sendo que um dos casos apresentou perda em 

homozigose (ambos os alelos). Em relação ao grupo SV>12, nenhum paciente 

apresentou alteração no número de cópias desse gene (Tabela 4). 

A região do gene MINPP1 apresentou perda no número de cópias em 

50% dos pacientes do grupo SV<6, sem alteração no grupo SV>12 (Tabela 4). 

O gene FAS, também localizado no cromossomo 26, apresentou 

diminuição no número de cópias (duas perdas e uma perda em homozigoze) 

em 50% dos pacientes do grupo SV<6 e nenhuma alteração nos pacientes do 

grupo SV>12 (Tabela 4). 

 

5.6. Genes encontrados em regiões de ganhos no número de cópias 
genômicas em mastocitomas caninos através da técnica de CGHarray e 
sua relação com a sobrevida dos cães. 

 
Os principais genes encontrados em regiões de ganho de cópia que 

estiveram presentes em mais de 20% das amostras tumorais testadas estão 

localizados nos cromossomos 1, 2, 6, 16, 18 e 27. 

No cromossomo 27, uma alteração importante encontrada em 33% dos 

tumores do grupo SV<6 foi o ganho no número de cópias na porção 
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correspondente ao gene MAPK3. Não houve alteração deste gene no grupo 

SV>12 (Tabela 4). 

Além do gene MAPK3, outras alterações importantes foram localizadas 

no cromossomo 27, como ganhos nas porções dos genes WNT5B, FOXM1 e 

FGF 6e FGF23. Todos estes genes apresentaram ganho no número de cópias, 

presentes 33% dos tumores do grupo SV<6. Não foram observadas alterações 

nas amostras tumorais do grupo SV>12 (Tabela 4).  

A região do gene CCND2 no cromossomo 27, que codifica a proteína 

G1/S-specific cyclin-D2 apresentou ganho no número de cópias em 33% dos 

casos do grupo SV<6, sem alteração no grupo SV>12(Tabela 4). 

O único gene alterado, encontrado no cromossomo 1, foi o TLE-1 que 

codifica a transducin-like enhancer protein 1 apresentando ganho de cópias em 

25% dos pacientes do grupo SV>12 e em 16,6% dos pacientes do grupo SV<6 

(Tabela 4). 

A avaliação do cromossomo 2, permitiu a identificação de uma alteração 

no número de cópias localizadas na porção correspondente ao gene GIPC2, 

pertencente a família do GIPC, em 50% das amostras avaliadas. Foram 

observados ganhos em 50% dos casos do grupo SV>12 e em 33% dos casos 

do grupo SV<6. 

 

5.7. Identificação dos genes alterados e suas participações nas vias 
canônicas em mastocitoma cutâneo canino e a relação com a sobrevida 
dos cães 

 
A análise dos genes, com o auxílio do programa computacional Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA), permitiu a identificação de vias canônicas que 

apresentaram genes alterados no presente estudo e podem ter relação com o 

desenvolvimento neoplásico. Dentre as diversas vias estudadas, a via do 

PTEN, a via de apoptose e a via do FGF podem ser consideradas importantes 

no processo de carcinogênese (Figuras 4, 5 e 6, respectivamente). 

Na via do PTEN, dois genes importantes que participam desta via 

estavam alterados na avaliação dos MCT. O gene PTEN, que é um importante 

supressor de tumor, apresentou perda em 50% dos casos do SV<6 (marcação 

verde na figura) e o ERK (MAPK) (marcação laranja na figura) considerado um 
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gene importante na migração, crescimento e progressão do ciclo celular, 

apresentou ganho em 33% dos casos no grupo SV<6. 

Outra via importante para o desenvolvimento neoplásico é a via de 

apoptose. Dentro dessa via, o gene FAS é um gene central da via, como pode 

ser visto na Figura 5. A porção que codifica o gene FAS apresentou-se 

diminuída em 50% os casos do grupo SV<6 e em nenhum caso do grupo 

SV>12. 

Além das vias de apoptose e via do PTEN, outra via importante e que se 

apresentou alterada foi a via do FGF. A porção que codifica o gene FGF e o 

MAPK (ERK) mostrou-se com ganho no número de cópias em 33% dos casos 

SV<6 
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Figura 4. Representação gráfica dos genes com ganho (laranja) e perda 
(verde) do número de cópias, avaliados pela técnica de CGHarray, na via 
canônica do  PTEN. Imagens geradas pelo software Ingenuity Pathways 
Analysis. 
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Figura 5. Representação gráfica dos genes com ganho (laranja) e perda 
(verde) do número de cópias, avaliados pela técnica de CGHarray, na via 
canônica da apoptose. Imagens geradas pelo software Ingenuity Pathways 
Analysis. 
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Figura 6. Representação gráfica dos genes com ganho (laranja) e perda 
(verde) do número de cópias, avaliados pela técnica de CGHarray, na via 
canônica do FGF. Imagens geradas pelo software Ingenuity Pathways Analysis. 
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6. DISCUSSÃO 
 
MCT são tumores de comportamento clinico altamente variável (DE 

NARDI, 2002), o que lhes confere uma gama de estudos, nos quais se buscam 

aspectos que possam auxiliar no estabelecimento do prognóstico (KIUPEL et 

al., 2004; O’CONEEL; THOMSON, 2011). Um deles relaciona o maior tamanho 

do tumor e a presença de ulceração ao pior prognóstico (HANH et al., 2004), 

concordando com o visto neste estudo. Todos os cães grupo SV<6 

apresentaram ao menos um nódulo maior que 3 cm e quatro deles ainda 

apresentavam, ao menos, um nódulo ulcerado. Por sua vez, no grupo SV>12 

apenas um cão apresentou nódulo maior que 3 cm e não foi observado 

presença de ulceração neste grupo. Três cães apresentaram mais de um 

nódulo e estes pertenciam ao grupo SV<6, característica também muitas vezes 

associada a um prognóstico negativo (KIUPEL et al., 2005), embora não seja 

consenso entre os autores (MULLINS et al., 2006; MURPHY et al., 2006; 

O´CONNELL et al., 2011). Quatro cães do grupo SV<6 apresentaram tumores 

localizados em coxins, prepúcio, região inguinal e lábio, regiões anatômicas 

associadas a pior prognóstico por alguns pesquisadores (GOUVIER et al., 

2003; COUTO, 2006; THAMM et al., 2007), muito embora a utilização deste 

critério como fator prognóstico permaneça incerta (KIUPEL et al. 2005., 

O´CONEELL; THOMSON, 2011). 66,6% dos cães do grupo SV<6 

apresentaram metástase no momento do diagnóstico, contra nenhum do grupo 

SV>12, e este é um fator seguramente relacionado a um menor tempo de 

sobrevida dos pacientes (THAMM et al. 2007).  

A porcentagem de metástase em linfonodo dos cães avaliados pode 

estar subestimada, uma vez que a realização da punção biopsia aspirativa não 

é o “padrão ouro” para detecção desse tipo de metástase. Também pode ter 

dificultado a detecção de metástase em órgão abdominal, no momento do 

diagnóstico, a punção biopsia aspirativa hepática e esplênica ter sido realizada 

apenas nos animais que apresentavam nódulos, ou alterações sugestivas no 

exame ultrassonográfico. Todavia, Book et al. (2011), comentam que a 

sensibilidade do exame ultrassonográfico na detecção de metástase de MCT 

em baço e fígado é de 43% e 0%, respectivamente, o que sugere a 

necessidade de realização de biopsia aspirativa, ou de exame histopatológico 
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dos órgãos alvos de metástase em todos os casos de MCT, independente dos 

achados ultrassonográficos. 

A classificação histopatológica baseada nos critérios propostos por 

Patnaik et al. (1984) para os MCT é o principal fator prognóstico, já que se 

correlaciona com o tempo de sobrevida, mormente haja relatos na literatura 

que demonstram a dificuldade de classificação por este critério, uma vez que 

os mesmos são subjetivos (NORTHRUP et al. 2005; PINCZOWSKI et al. 2008). 

Devido a esta dificuldade encontrada na classificação de Patnaik et. al. (1984), 

a nova classificação em alto e baixo grau de Kiupel et al. (2011), correlacionam 

os de alto grau a uma sobrevida menor que quatro meses, e próxima a dois 

anos nos de baixo grau, concordando com os achados deste estudo. Por esta 

classificação, todos os animais do grupo SV>12, apresentaram MCT de baixo 

grau, enquanto cinco de seis do grupo SV<6 apresentaram mastocitoma de 

alto grau. Todavia, um dos cães do grupo SV<6 apresentou MCT de baixo 

grau, embora tivesse um nódulo maior que 3 cm, ulcerado e presença de 

metástase em baço no momento do diagnóstico o que pode ter colaborado 

para evolução desfavorável do quadro. Este animal não recebeu a 

quimioterapia devido a não aceitação do tratamento por parte de seu 

proprietário. Este caso ilustra que a avaliação do grau histopatológico, 

independente da classificação adotada, se a de Patnaik et al. (1984) ou de 

Kiupel et al. (2011), é um importante fator de prognóstico, porem não deve ser 

o único critério avaliado e considerado na decisão do tratamento e no 

estabelecimento do prognóstico dos pacientes. 

Alterações no número de cópias genômicas e genes envolvidos em regiões 

alteradas podem auxiliar no entendimento do comportamento clínico dos MCT 

e no estabelecimento do prognostico, como já descrito para outros tumores 

(THOMAS et al., 2009a; THOMAS et al., 2009b; TANG et al., 2010). Como 

esperado, cães do grupo SV<6 apresentaram média de CNA de 85, enquanto 

os do grupo SV>12 de 11,25. Esta alteração nas CNA entre grupos com 

prognóstico distintos também foi observada em tumores colorretais caninos 

(TANG et al.2010). Os animais com adenomas apresentaram média de CNA 

muito inferior ao grupo com adenocarcinoma colorretal, sugerindo uma relação 

entre o número de CNA e a progressão da doença, o que concorda com o 

estudo em tela. 
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Além do estudo do número total de CNA no cariótipo dos animais, também 

foram avaliados o perfil de perdas e ganhos em cada cromossomo do cariótipo 

e estes dados foram comparados a outros estudos que utilizaram a técnica de 

CGHarray. O padrão de alterações no número de cópias genômicas 

encontradas no estudo Thomas et al (2009a) em 5 linhagens de células de 

TVT, foi similar ao encontrado no presente estudo, onde foram observadas 

alterações distribuídas em regiões específicas do cromossomo, sem alterações 

de perda completa de um cromossomo. Interessante observar que os 

cromossomos com maior número de alterações não foram os mesmos nos dois 

estudos. No presente, os cromossomos com maior número de alterações totais 

(perdas e ganhos) de cópias genômicas foram os cromossomos 6 e 11. E 

quando avaliado individualmente as perdas e ganhos, os cromossomos com 

maiores números de alterações foram o 11 (perda) e o 14 (ganho). Thomas et 

al. (2009a) observaram no estudo do TVT que os cromossomos com maior 

número de alterações em ganho foram os cromossomos 2, 7, 13, 14, 33, e os 

cromossomos com maiores perdas no número de cópias foram os 

cromossomos 2, 3, 12, 21, 22, 23, 32, 34, 37, 38. Apenas o cromossomo 14 

apresentou aumento expressivo no ganho de cópias genômicas, similar entre 

os dois estudos. O mesmo grupo de pesquisa encontrou resultados diferentes 

quando estudou o perfil de alterações no número de cópias genômicas em 

osteossarcomas caninos. Os cromossomos com maior ganho no número de 

copias genômicas foram os cromossomos 13 e 31 e os com maior número de 

perda foram os cromossomos 16, 18, 29 e 35 (THOMAS et al., 2009b). Os 

resultados poderiam ser justificados por tratar-se de neoplasias distintas, 

relacionados possivelmente a diferentes processos de carcinogênese. 

As regiões com alterações no número de cópias genômicas no MCT 

apresentaram importantes genes relacionados ao desenvolvimento tumoral. Os 

principais genes encontrados em regiões de perda no número de cópias, 

presentes em 50% das amostras apenas do grupo SV<6 foram os genes 

PTEN, FAS, MINPP1.  

O gene PTEN é um importante supressor de tumor, participa de 

diferentes processos celulares, incluindo sua função de regular negativamente 

a ativação do Akt inibindo a via de sinalização do PI3K-Akt que é importante no 

processo de crescimento e sobrevida celular. Através das vias de sinalização, o 



38 
 

 

PTEN pode inibir a progressão da fase S do ciclo celular; estimular a apoptose 

pelo bloqueio da ativação da Akt levando ao aumento da atividade da BAD e da 

caspase 9; inibir a angiogenese induzida por hipóxia, bloqueando a produção 

de VEGF mediada por Akt; inibir a migração celular mediada por Akt 

(TSUGAWA et al. 2002). Entretanto, a diminuição da atividade do gene PTEN, 

que pode ser sugerida pela diminuição no número de cópias genômicas na 

porção do cromossomo 26, que codifica este gene (encontrada em 50% dos 

casos do grupo SV<6, sendo uma perda em homozigose) pode acarretar 

aumento na proliferação e diminuição da morte celular, condições 

fundamentais para o desenvolvimento tumoral (TSUGAWA et al. 2002; KENIRY 

& PARSONS, 2008; CARRACEDO et al. 2011). 

A participação do PTEN no desenvolvimento de diversas neoplasias em 

cães e gatos já foi investigada (KOENIG et al. 2002; LEVINE et al. 2002; 

RESSEL et al. 2009). Nas neoplasias mamárias caninas, a perda de expressão 

da proteína PTEN foi correlacionada com invasão linfática, metástase em 

linfonodo e a distância, recorrência tumoral e menor tempo de sobrevida. Nos 

felinos houve correlação entre a perda de expressão de PTEN e a invasão 

linfática (RESSEL et al., 2009). Também, pesquisadores sugeriram que a 

deleção do gene PTEN tem participação efetiva no desenvolvimento do 

osteossarcoma canino (LEVINE et al., 2002; THOMAS et al., 2009b)  

Além do gene PTEN, o cromossomo 26 apresentou perda no número de 

cópias na região do gene FAS. Esta alteração foi encontrada em 50% dos 

casos do grupo SV<6 e não foi detectada no SV>12. O gene FAS codifica o 

receptor de antígeno de apoptose 1, que está presente na superfície da célula 

e funciona como um receptor de morte, importante no processo de apoptose 

(HANAHAN & WEINBERG, 2011). A apoptose é um evento que envolve um 

programa extrínseco e um intrínseco. O programa extrínseco recebe e 

processa sinais externos de indução de morte celular programada, sendo que 

nesse processo o complexo FAS receptor/FAS ligante tem fundamental 

importância em conduzir a ativação da caspase 8, a qual inicia o processo de 

apoptose através da ativação de outras caspases (GHOBRIAL et al. 2005). 

Além do processo extrínseco, existe um circuito intrínseco mediado pela família 

do Bcl-2 que possui fatores pró e anti-apoptóticos. Ambos os processos 

(extrínseco e intrínseco) culminam com a ativação das caspases 8 e 9, 
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respectivamente, desencadeando a apoptose (GHOBRIAL et al. 2005; 

HANAHAN & WEINBERG, 2011). Em algumas células a ativação da caspase 8 

da via extrínseca pode ser o único requisito necessário para a morte celular, 

enquanto que em outros processos a caspase 8 interage com a via intrínseca 

para execução deste processo (GHOBRIAL et al. 2005). 

Embora a participação do complexo FAS receptor/FAS ligante esteja 

bem elucidado na indução da apoptose, e consequentemente na prevenção da 

evolução do tumor, alguns estudos demonstram que este complexo pode ter 

participação dúbia no processo neoplásico, uma vez que a expressão do FAS 

ligante pelo tumor pode levar a apoptose de linfócitos, e desta forma prejudicar 

a resposta imune frente ao tumor (O´CONNEL et al. 1996; ABRAHAMS et al. 

2003). 

Outro gene localizado no cromossomo 26, que em humanos apresenta 

localização próxima ao gene PTEN, e que a perda em heterozigose, 

possivelmente, esteja relacionada ao carcinoma de tireoide humano é o gene 

MINPP1 (Multiple inositol polyphosphate phosphatase). Semelhante ao estudo 

anteriormente citado, os MCT que apresentaram perda do PTEN, também 

apresentaram perda no MINPP, contudo o significado deste achado ainda não 

foi elucidado (GIMM et al. 2001). 
 Em relação aos genes localizados em regiões de ganho no número de 

cópias, o MAPK3 (Mitogen-activated protein kinases), originalmente chamado 

de ERK1/2, estava alterado em 33% dos casos do grupo SV<6. A via de 

MAPK/ERK se inicia com um receptor na superfície celular, que quando ligado 

a uma molécula de sinalização desencadeia uma série de reações, que 

culminam com o envio de sinal para o núcleo para promover a divisão celular 

(SEGER & KREBS, 1995; RUBINFIELD & SEGER, 2005). A ativação da via do 

MAPK/ERK é um evento frequente no processo de carcinogênese e está 

relacionado com a migração celular, regulação da apoptose e angiogênese, 

processos que são essenciais durante a metástase (REDDY et al. 2003). 

 Membros da família do MAPK também estão envolvidos na regulação 

negativa do receptor de morte celular FAS. Particularmente o MAPK3/ERK1/2, 

conhecido por induzir o crescimento celular e diferenciação, prolongando a 

sobrevivência da célula (TRAN et al, 2001). Estudos demonstraram que o 
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ERK1/2 ativado é capaz de suprimir a apoptose de linfócitos T mediados por 

receptor FAS (HOLMSTROM et al. 1998). 

 Embora na literatura consultada não tenham sido encontrados estudos 

da participação do MAPK/ERK no desenvolvimento tumoral em cães, diversos 

trabalhos em medicina humana correlacionaram a ativação desse gene a 

neoplasias (VICENT et al. 2004; SLATTERY et al. 2012), podendo, inclusive, 

aumentar o risco de desenvolvimento de câncer colorretal (SLATTERY et al., 

2012). 

 Além do MAPK3, outro gene importante encontrado em região de ganho 

em 33% dos MCT do grupo SV<6 foi o WNT5B, pertencente a família WNT. A 

via de sinalização WNT desempenha um papel-chave na carcinogênese e 

embriogênese, e moléculas de sinalização WNT são alvos potentes para 

prevenção, diagnóstico e tratamento do câncer (SAITOH & KATOH, 2002). 

A ativação da via do WNT leva a estabilização da β-catenina, que por 

sua vez desempenha duas funções aparentemente distintas, uma vez que tem 

crucial importância na adesão célula-célula porém participa também como um 

componente de sinalização da via do WNT, levando a ativação da transcrição 

de genes específicos e importantes na gênese de um número de neoplasia em 

humanos, tais como câncer de cólon, melanoma, carcinoma hepatocelular, 

carcinoma de ovário, carcinoma de endométrio, carcinoma de próstata, 

meduloblastoma (MORIN, 1999). Em tumores cutâneos melanocíticos em cães 

foi identificado que na via do WNT/β-catenina, o acúmulo de β-catenina parece 

participar do desenvolvimento desta neoplasia (HAN et. al., 2010), e assim 

como no estudo de Han et al. (2010), o complexo WNT/β-catenina pode ser 

importante durante a carcinogênese dos MCT. 

Outros genes importantes e alterados neste estudo de MCT foram os 

genes da família dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF). O FGF6 e o 

FGF 23 apresentaram ganho em 33% dos mastocitomas do grupo SV<6. Já foi 

descrito que os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) controlam uma 

grande variedade de funções biológicas, dentre elas, a regulação de 

proliferação, migração e diferenciação celular (TURNER & GROSE, 2010), 

tornando os genes dessa família alvos terapêuticos importante no tratamento 

antineoplásico, através da produção de fármacos capazes de inibir a ativação 

dos receptores de fator de crescimento de fibroblasto, (KNIGHTS & COOK, 
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2010). Embora ainda não tenha estudos a respeito do uso destas terapias no 

tratamento de MCT caninos, estes genes poderiam ser alvos de pesquisas 

futuras para o tratamento desta neoplasia.  

Além dos genes já identificados, que sabidamente participam do 

processo carcinogênico em diversas neoplasias humanas e caninas, outros 

genes apresentaram-se alterados no estudo do MCT. No futuro, novas 

pesquisas poderão correlacionar estes genes com o desenvolvimento tumoral. 

A avaliação das vias envolvidas no desenvolvimento dos MCT de pior 

prognóstico, permite a identificação e a correlação entre os genes que podem 

ser responsáveis por um comportamento mais agressivo, de pior prognostico, e 

desta forma, serem estes alvo de estudo para terapia molecular.  
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7.CCONCLUSÃO 
 

Os resultados deste estudo, de acordo com a metodologia empregada 

permitiram concluir: 

 - MCT de animais com menor sobrevida apresentam maior alteração no 

número de cópias genômicas em comparação a MCT de pacientes com maior 

sobrevida; 

 - genes importantes no processo de carcinogênese apresentam regiões com 

ganho e perda no número de cópias genômicas nos MCT de pacientes com 

menor sobrevida; 

 - regiões de perda nos genes PTEN, FAS e regiões de ganho nos genes 

MAPK3, WNT5B, FGF foram detectados nos MCT de pacientes com menor 

sobrevida; 

- no grupo SV>12 não foram encontrados genes em regiões de perda no 

número de cópias genômicas.  

- a via do PTEN, via da apoptose e a via do FGF parecem ser importantes no 

desenvolvimento dos MCT cutâneos caninos.  
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