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Cutaneous mast cell tumor (MCT) is one of the most common neoplasms in the skin of
dogs and express variable biological behavior. Among the MTC aspects studied, histological
classification, proliferative index and protein expression of c-KIT show the most defined
connection with the tumor prognostic. The aim of this study was to evaluate the protein
expression of insulin-like growth factor type 1 (IGF-1), steam cell factor (SCF) and theit re-
lationship with tyrosine kinase receptor (c-KIT), mammalian target of rapamycin (m-TOR),
histological classification (KI-67), proliferative and mitotic index and epidemiological data
in MTCs. In this study 133 MTC samples from 133 animals were used, arranged in tissue
microarray (TMA) slides. The TMA was used for evaluation the proteins. An association
was observed between SCF and histological grade proposed in 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 animal size,
mitotic index, m-TOR and c-KIT. The SCF protein 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 with large dog breeds MTCs.
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RESUMO.- O mastocitoma cutaneo (MTC) é a neoplasia ma-
ligna mais comum na pele dos cdes e seu comportamento
biolégico é muito variavel. Dentre os fatores prognosticos
estudados nos MTCs, a classificagdo histopatolégica, o in-
dice proliferativo e o padrao de expressdo doc-KIT sdo os
que apresentam uma associa¢do mais relevante com o pro-
vavel prognostico deste tumor. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a expressdo proteica de fator de crescimento seme-
lhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de célula tronco (SCF)
e sua relacdo com o receptor tirosina quinase (c-KIT), alvo
da rapamicina em mamiferos (m-TOR), grau histolégico,
indice proliferativo pelo KI-67e o nimero de figuras de mi-
tose (IM) com dados clinicos de cdes com MTCs . Foram uti-
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lizadas 133 amostras de MTCs, provenientes de 133 cies,
dispostas em laminas de microarranjo de tecidos (TMA).
A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para a ava-
liacdo destas proteinas. Observou-se associacdo entre SCF
e, a graduacado histopatolégica proposta em 2011, indice
mitético, proliferacdo celular (KI-67), escore de IGF-1, local
da lesdo, idade dos animais e padrdo imuno-histoquimico
do receptor c-KIT. A relagio de dependéncia também foi
observada entre IGF-1 e o porte dos animais, IM, m-TOR
e c-KIT. A expressao de SCF teve relac¢do com a agressi-
vidade dos MTCs caninos, uma vez que foi mais freqiiente
em MTCs com c-KIT citoplasmatico. A relagdo entre a ex-
pressdo de IGF-1, SCF, c-KIT e m-TOR pode estar associada
a integralizacdo de suas vias de acdo. A expressao de IGF-1
estd associada a MTCs em caes de porte grande.

TERMOS DE INDEXACAO: Mastocitoma, IGF-1, SCF, m-TOR, caninos.

INTRODUCAO

0 mastocitoma cutidneo (MTC) canino é uma neoplasia ma-
ligna constituida por mastdcitos, que corresponde aproxi-
madamente 11% das neoplasias cutaneas do cdo e a mais
comum na pele dos cdes (Villamil et al. 2011). O compor-
tamento biolégico do MTC é muito variavel, podendo ser
um nédulo Unico, com a cura pela excisdo cirdrgica até uma
doenca metastatica fatal (Tham & Vail 2007). Patnaik et al.
(1984) propuseram uma classificacdo histopatoldgica em
trés graus de malignidade para os MTCs, que atualmente é
o principal fator prognostico, porém ha discordancia entre
patologistas na graduacdo dos MTCs (Northrup et al. 2005,
Pinczowski et al. 2008, Kiupel et al. 2011). Recentemente,
uma nova classificagdo com dois graus de malignidade foi
proposta (Kiupel et al. 2011) e parece trazer menor discor-
dancia, além de se correlacionar com o tempo de sobrevida.

0 grau histolodgico, idade, raga, sexo, localizagio e muta-
¢do no proto-oncogene KIT sdo fatores preditivos nos MTCs
caninos (Tham & Vail 2007). Outros fatores sdo o indice mi-
totico, proliferacdo celular (expressdo proteica de Ki-67) e
o padrio de expressdo do c-KIT (Webster et al. 2004, Scase
et al. 2006, Romansik et al. 2007).

Estudos indicam que, cerca de 15-40% dos MTCs con-
tém 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 (Lin-
nekin, Jelacic, Shivakrupa 2003, Roskoski 2005).

Outro fator de crescimento importante no desenvolvi-
mento de neoplasias é o IGF-1, que atua principalmente
nas vias ativadora da mitose, da transcri¢do e inibidora da
apoptose levando a proliferacdo celular (Levine et al. 2006,
Samani et al. 2007). Suas a¢des sdo mediadas pelo receptor
tirosina quinase IGF-1R (Ibrahim & Yee 2004). Fosforilagao
do IGF-1R ou do receptor hibrido IGF-1R/IR-A pela ligagio
do IGF-1 ou IGF-2 predominantemente conduz a sinaliza-
¢do mitogénica (Belfiore et al. 2009).

Recentemente White et al. (2011) observaram que caes
de racas de porte grande tém um risco maior de desenvol-
ver MTC e as ragas de porte pequeno tém um risco baixo.
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Fatores de crescimento tém sido relacionados as neopla-
sias, como agentes para a manutencdo da proliferacdo cro-
nica 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 - tis-
sue microarray) que permite uma aceleracdo dos estudos
associando achados moleculares in situ com informagdes
clinico patolégicas (Bubendorf et al. 2001) foi utilizada
também no estudo dos MTCs (Webster et al. 2006).

Aexpressio do IGF-1 em cdes até agora foi pouco estudada,
principalmente em doengas como neoplasias. Devido a via si-
nalizadora do m-TOR ser estritamente associada com func¢oes
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 suarelacdo com o grau histolégico de acordo com Patnaik
etal. (1984) e Kiupel et al. (2011), indice mitético (IM) e com
expressdo proteica pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ)
de KI-67, m-TOR e receptor tirosina quinase (c-KIT).

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos casos e elaboracio da plataforma de arranjo de
matriz tecidual

Este trabalho foi realizado de acordo com o termo de “Princi-
pios Eticos na Experimentacio Animal” tendo sido aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Me-
dicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Unesp-Botucatu.

Foram selecionadas 133 amostras de MTCs, provenientes de
133 cées, 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
histopatolégicas foram confeccionadas, coradas por HE e revistas
por trés patologistas para confirmar o diagnéstico histopatologi-
co 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 trata-
mento antitumoral antes da colheita da amostra.

Para construir os blocos de TMA, foram selecionadas as areas
representativas do grau histolégico atribuido e com maior nime-
ro de figuras de mitose para obten¢do de um core de cada tumor.
Utilizou-se o dispositivo manual Tissue Microarrayer (Beecher
Instruments®, EUA) para confecgdo de dois blocos receptores, um
contendo amostras provenientes da FCAV, Jaboticabal (23 cores) e
o outro da FMVZ, Unesp, Botucatu (110 cores). Os cores medindo
1mm de didmetro dos blocos doadores foram dispostos, com espa-
camento 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.™, EUA). A pri-
meira lamina de cada TMA foi foi corada por HE, para confirmar a
presenca das areas tumorais, as demais foram mergulhadas em pa-
rafina e acondicionadas a -20°C até a realizag¢do da técnica de IHQ.

Dados clinicos

Para a obtencdo das informagdes clinicas, como raca, sexo,
idade, peso do animal e localizagdo anatdmica do tumor, foram
realizadas consultas aos prontuarios dos pacientes, chamadas te-
lefonicas aos proprietarios e aos médicos veterinarios responsa-
veis pelos casos. O peso e porte foram categorizados de maneira
a formar quatro grupos de acordo com White et al., (2011), sen-
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do: porte pequeno (<9 kg), porte médio (9-18 kg), porte grande
(18236 kg) e porte gigante (>36 kg). A idade dos animais também
foi analisada por categorias, estabelecidas de acordo com White
etal. (2011), em jovem (<5 anos) meia idade (5-11 anos) e idoso
(>11 anos). A localizagdo anatomica foi dividida em: cabecga, tron-
co, membros, regido perineal, escroto, vulva, e cauda.

Classificac¢do histopatoldgica e IM
Com as laminas originais coradas pela técnica de HE foram re-
alizadas as classifica¢des histopatoldgicas de acordo com Patnaik

etal. (1984) e Kiupel et al. (2011) e a determinacdo do indice mi-
totico, feita seguindo os critérios de Romansik et al. (2007).

Avaliacido da expressio proteica pela técnica de imuno-histo-
quimica 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 concentracdes decrescentes e agua deioni-
zada. A recuperagdo antigénica foi realizada com tampdo citrato
10mM, pH 6,0, em cimara de pressdo controlada (Pascal®/Dako,

o - : < K o s
Fig.1. Mastocitoma cutdneo 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 de 20um. (A,B) Coloragdo de
hematoxilina e eosina. (C,D) Expressdodo anticorpo anti-CD117 (c-KIT) padrdo membranoso e citoplasmatico focal. (E,F) Expressao
do anticorpo anti-SCE.
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EUA) para os anticorpos c-KIT, KI-67, SCF, e IGF-1, para o anti-
corpo m-TOR utilizou-se 0 mesmo tampdo no entanto em micro-
-ondas (Continental AW-4202A, poténcia maxima 900W) em dois
ciclos de 5 minutos cada Em seguida, as laminas foram resfriadas
e lavadas em agua deionizada.

Seguiu-se com a incubag¢do em peroéxido de hidrogéneo a 3%
em alcool metilico) durante 20 minutos, as laminas foram lavadas
em agua deionizada e incubadas em tampao TRIS, pH 7,4, 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, e aplicou-se em cada lamina o anticorpo prima-
rio, levando a incubacgdo durante 18 horas (overnight) em camara
umida a 4°C.

As laminas foram lavadas duas vezes com tampao TRIS pH7,4,
por incubadas com sistema de polimero (Advance™, Dako) de
acordo com recomendac¢des do fabricante, a 27°C e lavadas com
TRIS. A coloragdo foi obtida utilizando-se solugdo pronta para
uso de DAB (3,3’ diaminobenzidinetetrachloride- Dako, EUA) por
3 minutos. Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de
Mayer e desidratados em concentragdes crescentes de alcool e
xilol. Em seguida, as laminas foram montadas com resina e lami-
nula.

Como controle negativo, a incubagio do anticorpo primario
foi substituida por soro ndo imune (imunoglobulina de camun-
dongo ou coelho, Dako, EUA) em ldmina com corte de MTC e
como controle positivo foi utilizada lamina com de tecido de
cdo, escolhido de acordo com as indicagdes do fabricante de
cada anticorpo primario e que sabidamente reagia com cada
anticorpo primario (Quadro 1). Todas as reagdes de controle
positivo ou negativo foram feitas concomitantemente as lami-
nas do TMA.

Quadro 1. Descricdo dos anticorpos primarios utilizados
na técnica de imunoistoquimica, fabricante, clone, controle
positivo, diluicao e padrao de expressao

Anticorpo Fabricante Clone Controle Diluicdo Expressao

primério positivo cdo

c-KIT Dako Policlonal Mastécitos  1:400 Membrana/

(CD117) Cytomation Dermatite citoplasma

alérgica
Ki-67 Dako MIB-1 Linfonodo 1:50 Nuclear
Cytomation

SCF Santa Cruz Policlonal Figado 1:50 Citoplasma

IGF-1 Neomarkers M23 Rim 1:50  Citoplasma

m-TOR Millipore  Policlonal  Proéstata 1:200 Membrana/
citoplasma

Para a andlise da expressdo proteica de cada anticorpo e para
o registro das fotomicrografias, foi utilizado o programa de anali-
se de imagens Leica Qwin versao 3.0, em microscépio 6ptico con-
vencional (Leica - DMR, Alemanha), com camera digital acoplada
(Leica - DFC500, Alemanha). O padrdo de expresdo do c-KIT foi
avaliado de acordo com Webster et al. (2004) em citoplasmatico
e membranoso (Fig.1C,D). As marcagdes citoplasmatica focal e di-
fusa foram agrupadas e compoem o grupo citoplasmatico, tendo
em vista que ambas estdo associadas a progndstico pior (Webster
et al. 2004, Gil Da Costa et al. 2007). Na avaliacdo da proliferacdo
celular as células com nucleos positivos para o KI-67, foram con-
tadas em um campo de 400x, considerando-se como ponto de cor-
te 23 células, conforme Webster et al. (2007). S6 foram conside-
rados os cores que tivessem pelo menos uma célula marcada para
KI-67 e aqueles sem nenhuma célula positiva foram descartados
do estudo. Para a avaliagdo da expressdo de SCF, IGF-1 e m-TOR,
analisou-se o percentual de células marcadas em cada core, clas-
sificando em escores de zero a quatro, sendo (0): negativo, (1):
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menos de 10% das células positivas; (2): 10 230% das células po-
sitivas; (3): 31 260% das células positivas; e (4): >60% das células
positivas. Para avaliagdo da intensidade de marcagdo das células
que predominava em cada core utilizaram-se escores de um a trés,
sendo (1): fraca, (2): moderada; (3): forte.

Anadlise estatistica

O teste de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram apli-
cados para avaliar a forca de associagdo entre a expressdo de SCF
e IGF-1 e as graduagdes histopatologicas (Patnaik et al. 1984, Kiu-
pel etal. 2011), indice mitético (IM) (Romansik et al. 2007), e com
a expressao proteica pela técnica de IHQ de KI-67 (para a proli-
feragdo celular), m-TOR, e receptor c-KIT. Os dados clinicos dos
cdes (raga, idade, género, porte, e local da lesdo) também foram
avaliados quanto as suas associacdes com a expressdo 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 0 SAS System versdo 9.2.

RESULTADOS

Das 133 amostras de MTC canino avaliadas pela classifica-
¢do 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 descri-
¢do histopatoldgica 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.1A,B). Na
avaliacdo do indice mitoético, 89% (118/133) dos MTCs ca-
ninos 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 clinicos, registrou-se: raga (130/133
MTCs), sexo (119/133 MTCs), idade (92/133 MTCs),
peso (128/133 MTCs) e localizacao (81/133 MTCs), 52%
(62/119) dos animais eram fémeas e 48% (57/119) ma-
chos, 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) caes jovens; 70% (65/92) caes
de meia idade e 8% (7/92) caes idosos.

Pela técnica de imunoistoquimica foi possivel avaliar a
proliferacdo celular pela proteina KI-67, sendo que 86%
(114/133) dos casos apresentaram até 23 células que ex-
pressaram KI-67 e 14% (19/133) dos casos apresentaram
mais do que 23 células.

Avaliacgio do fator de célula tronco

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

Houve relacdo entre a intensidade de marcag¢do do SCF
e Indice mitotico (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 marcagdo como
moderado.
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Em relacdo as classificagdes histopatolégicas, houve
associa¢do apenas com a classificagdo proposta por Kiupel
etal. (2011), tanto para a intensidade de marcac¢do do SCF
(p=0,0071) quanto para o escore de marcagdo do SCF (p<
0,0001), a maioria dos MTCs caninos eram de baixo grau
(74%) e apresentaram intensidade de marcagdo fraca e
moderada (44% e 43% respectivamente).

Na avaliagdo de SCF em relagdo aos dados clinicos,
houve associagdo com a localiza¢do anatomica dos MTCs
(p< 0,0001), sendo que 43% (56/133) dos tumores loca-
lizavam-se no tronco e membros dos animais, destes 45%
apresentavam intensidade de marcacio fraca e 37% mode-
rada. Observou-se também, associacido entre o escore de
marcacdo e a idade categorizada (p<0,0001). Das amostras
com intensidade de marcacgdo fraca, 68% (25/37) eram de
cdes de meia idade (p<0,0001) e das amostras com inten-
sidade de marca¢do moderada 74% (26/35) eram de caes
de meia idade (p<0,0001).

Avaliacido do fator de crescimento semelhante a insuli-
na 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%
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Fig.2. Mastocitoma cutaneo canino, na coluna das esquerda amostras cla

A

das células marcadas) (Fig. 2H) e 52% (61/118) a intensi-
dade de marcacio fraca.

A associacdo entre IGF-1 e o padrdao de marcacgdo do c-
-KIT foi observada para o escore de marcagdo, dos casos
com c-KIT citoplasmatico (88/125), 65% (57/88) recebe-
ram o escore 4 para IGF-1, (p= 0,0012). Observou-se tam-
bém associacdo da intensidade de marcacdo de IGF-1 e o
padrio citoplasmatico do c-KIT (p=0,0050) com distribui-
¢do igualitaria de 43% (38/88) tanto para intensidade fra-
ca quanto para a moderada (Fig.2H).

Em relacdo ao SCF, observamos a associa¢do da intensi-
dade de marcagio do SCF com a expressdo de IGF-1, tanto
na avaliagdo por escore de marcagdo quanto por intensida-
de de marcagdo (p=0,0405 e p=0,0153) respectivamente.

A intensidade de marcacdo do m-TOR, se associou com
a intensidade de marcagdo do IGF-1 (p< 0,0001) com 92%
(114/124) dos casos sendo positivos para os dois marca-
dores (Fig.2G,H,I), destes 19% (24/124) apresentaram
a combinacdo de marcacdo fraca para IGF-1 e moderada
para m.-TOR. Foi observada também associa¢ao do escore
de marcagdo de IGF-1 com a intensidade de marcagao do
m-TOR (p=0,0083), 29% (33/114) com a combinac¢do de
escore 4 para IGF-1 e intensidade moderada para o m-TOR
(Fig.2]).

Y

de malignidade e na coluna da

20 S e €
cadas como de baixo grau

direita de alto grau de malignidade, de acordo com Kiupel et al. (2011) em aumento de (400x), barra de 20um. (A,B) Expressdo do
anticorpo anti-IGF-1 alguns mastécitos marcados fortemente e marcagdo moderada e difusa. (C,D) Expressdo do anticorpo anti-m-

-TOR marcagdo forte e moderada.
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Quando foi avaliada a relagdo entre a expressio de IGF-
1 e os fatores prognosticos analisados, observou-se a as-
sociacdo entre o escore de marcacgdo e o indice mitético
(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 marcagao do IGF-1 (118 amostras), segun-
do o porte categorizado dos animais (128 amostras) foi sig-
nificativa (p=0,0334) com 36% (43/118) dos cades sendo
de porte grande e com intensidade de marcacao fraca. Além
disso, todas as amostras com intensidade de marcagao for-
te eram de cdes de porte grande (14/118).

DISCUSSAO

A expressao proteica de SCF foi observada em todas as
amostras avaliadas, com mais de 60% das células neopla-
sicas marcadas. Ndo ha relatos na literatura sobre o papel
deste fator de crescimento em MTCs caninos. Takeuchi et
al. (2010) determinaram a expressao de SCF em uma linha-
gem de mastdcitos neoplasicos de cdes com o uso da técni-
ca de Western blotting, e observaram que a fosforilagdo do
receptor c-KIT pode ser causada pela via de estimulacdo
autodcrina do SCF em mastocitos que tenham mutagées fun-
cionais no gene KIT.

Em nosso trabalho nao foi possivel determinar qual a
isoforma do SCF (soluvel ou ancorada a membrana) foi ex-
pressa nas amostras avaliadas, pois o anticorpo utilizado
detecta ambas as formas. No entanto ndo observamos a
expressao do SCF no meio extracelular que circundava os
mastdcitos nos MTCs caninos analisados, exceto em células
endoteliais de vasos sanguineos e fibroblastos. O que po-
deria nos levar a inferir que a maior parte do SCF expresso
nos MTCs caninos que avaliamos seja a isoforma ancora-
da a membrana (SCF ). Ambas as formas do SCF sdo bio-
logicamente ativas com fungdes distintas, bem como com
sobreposicao de fun¢des, SCFm induz ativacao do receptor
c-KIT mais persistente do que SCF soltvel (Linnekin, Jela-
cic, Shivakrupa 2003). E provavel que a internaliza¢do do
receptor c-KIT ocorra apds a sua ligacdo com o SCFm. Estes
fatos explicariam a associacdo entre a expressido do SCF e
o padrao de expressdo citoplasmatica do c-KIT, observado
em nosso trabalho.

A expressao de SCF foi associada a proliferacao celular
e ao indice mitético quando se avaliou a sua intensidade de
marcagdo. A maioria dos casos (86%) teve um indice mito-
tico menor ou igual a 5 figuras de mitose e a proliferacao
celular avaliada pela proteina KI-67 comportou-se da mes-
ma maneira, com a maior parte das amostras (65%) com
contagem até 7 células positivas. Observamos que a inten-
sidade de marcagdo do SCF esta inversamente associada a
proliferacdo celular no MTC. A associa¢do observada entre
a expressdo de SCF e a graduagdo histopatologica proposta
por Kiupel et al. (2011), teve a maioria dos MCTS como de
baixo grau de malignidade, o que corrobora com os acha-
dos observados em relacdo ao IM e a proliferacdo celular
em nosso trabalho, tendo em vista que MTCs de baixo grau
apresentam um indice de proliferacdo celular menor (Kiu-
pel etal. 2011). A divisdo e a proliferacdo celular envolvem
multiplas proteinas que ativam e inibem estes processos,
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os tecidos normais controlam a produgéo e liberagio de si-
nais promotores de crescimento que coordenam a entrada
e a progressao da célula no ciclo de divisao celular (Hanahn
& Weinberg 2011).

Uma hipoétese para a associacdo observada entre a ex-
pressdo de SCF e a menor proliferacdo celular nos MTCs
caninos é a atuacdo deste fator de crescimento em masté-
citos normais, sua ligacdo com o c-KIT é necessaria para o
crescimento e proliferacao destas células, o que poderia
explicar a expressdao 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 localizagido citoplasmatica de c-KIT.

A localiza¢do anatomica dos MTCs foi relacionada a ex-
pressdo de SCF na avaliagdo por escore de marcacio, 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%.
0 mastocitoma ocorre em todo o organismo, mas no tegu-
mento os locais de maior ocorréncia sao o tronco e extremi-
dades (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 ex-
plicacdo para esse fato. Uma das razdes para a prevaléncia
do MTCs em tronco e membros poderia ser a propor¢io
entre os diferentes niveis de expressdo das isoformas do
SCF nestas localizagdes anatomicas. Quarenta por cento
dos casos apresentaram intensidade de marcagao modera-
da (53/133) e 20% (26/133) apresentaram intensidade de
marcacdo forte, destes obtivemos a informacao da localiza-
¢do do tumor em 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 proporc¢ao de fi-
broblastos nestas regides, que tem a derme mais espessa
em relacdo ao restante do corpo (Scott 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 SCF_.

A idade em categorias também foi relacionada a ex-
pressdo de SCF, com predominio em caes de meia idade (5
-11 anos) com maior expressao de SCF. Este achado pode
contribuir para o fato de que o MTC ocorre mais frequen-
temente em animais com média de idade de nove anos
(Thamm & Vail 2007).

A expressdo de IGF-1 nos MTCs caninos foi de 94% de
positividade. Embora estudo prévio tenha identificado a
relacdo entre os niveis séricos de IGF-1 e o porte em varias
racas de cdes (Eigenmann, Amador, Patterson 1988) e te-
nham sido relacionados ao crescimento em humanos (Fro-
esch et al. 1963, Daughaday et al. 1972) o fato que deve ser
lembrado é que, sdo os valores teciduais e ndo os séricos
de IGF-1 que determinam o crescimento do corpo (Yakar
etal. 1999).

A associacdo entre a expressdo de IGF-1 e SCF foi ob-
servada no nosso trabalho. McNiece & Briddel (1995) des-
creveram a acdo sinérgica entre SCF e outros fatores de
crescimento. Uma possibilidade seria o SCF atuar na mo-
bilizacdo de mastdcitos, para o local onde ele esta sendo
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secretado em quantidade maior por fibroblastos e pelos
proprios mastécitos e o IGF-1 atuar no crescimento, proli-
feracdo e diferenciacdo destes mastdcitos. Isso explicaria a
co-expressdo destes dois fatores e o fato de o SCF nao estar
associado a MTCs caninos com alto indice mitético, além
disso observamos que 49% (61/125) dos MTCs apresen-
taram a intensidade de marcagdo fraca para o IGF-1, o que
explicaria a prevaléncia de MTCs mais diferenciados.

As expressoes de IGF-1 e m-TOR foram observadas si-
multaneamente em 92% das amostras de MTCs caninos
analisados. As fun¢des do m-TOR que sdo mais bem enten-
didas em células de mamiferos estio relacionadas ao con-
trole da transcrigdo e tradu¢do do RNA mensageiro, sintese
biogénese ribossomal, autofagia e controle do tamanho ce-
lular (Albanell et al. 2007). Rebuzzi et al. (2007) descreve-
ram em MTCs caninos, o envolvimento da via do m-TOR/
PI3K na via de sinalizagdo do VEGF, que por sua vez esti-
mula a neovascularizacdo e a sobrevida das células neopla-
sicas. O aumento de m-TOR poderia se relacionar a angio-
génese nos MTCs estudados, ligada a maior sobrevida dos
mastdcitos 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 associa-
¢do entre o escore de marcacdo do IGF-1 e o indice mitoti-
co. O IGF-1 é um importante fator mitogénico devido ao seu
papel na promocdo da diferenciagdo somatica (Annunziata,
Granata, Ghigo 2011). A maior parte dos casos (88%) apre-
sentou até 5 figuras de mitose, mesmo com altos escores de
expressao de IGF-1. Considerando o microambiente celu-
lar, os efeitos proliferativos do IGF-1 podem ser sucedidos
por indugao da diferenciagdo celular (Annunziata, Granata,
Ghigo 2011), o que pode explicar estes achados, supondo-
-se que os mastocitos neoplasicos ja se encontravam em
fase de diferenciacdo e ndo de proliferacio e somando-se
a isso, observamos 74% de MTCs de baixo grau de maligni-
dade, ou seja, tumores mais diferenciados.

Um dos achados mais interessantes deste trabalho foi a
associacdo entre a expressao do fator de crescimento IGF-1
e o porte dos animais acometidos pelo MTC. Observamos
que 82% dos casos que expressaram IGF-1 eram de caes
de porte grande e gigante. Uma das hipdteses para explicar
esta relacao 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 ma-
miferos, em cies um unico alelo deste gene é o determinan-
te para o porte na maioria das racas pequenas (Sutter et al.
2007). Sendo assim, o porte do animal poderia influenciar
no surgimento dos MTCs caninos, ligados aos receptores
do tipo tirosina quinase e seus ligantes, como é o caso do
IGF-1. A expressdo de IGF-1 em caes até agora foi pouco
estudada, principalmente em doengas como neoplasias. A
expressao deste fator foi avaliada em linhagens de células
de osteossarcomas e tumor neuroendécrino de pancreas,
os niveis séricos maiores foram determinados em cdes com
tumores de mama e neoplasias hepaticas (Macewen et al.

2004, Neumann et al. 2007, Finotello et al. 2009, Queiroga
etal. 2009).

A relacdo de dependéncia entre a expressao 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 de SCF esta envolvida
no desenvolvimento do MTC canino e esta associada a ex-
pressdo de seu receptor celular c-KIT, fatores prognésticos
como o grau histolégico proposto por Kiupel et al. (2011),
indice mitotico e proliferacao celular, e dados clinicos como
alocalizagdo anatomica da neoplasia e a idade dos animais
acometidos. A co-expressao do fator IGF-1 foi demonstrada
em MTCs caninos e se relacionou com a expressao de c-KIT,
SCF e m-TOR, que pode ser explicada pela integralizacio
das vias moleculares de acdo dessas proteinas. Os diferen-
tes padroes de expressao e associacdo destas proteinas, so-
mados aos fatores progndsticos e dados clinicos podem re-
fletir o comportamentos biologico variavel do MTC canino.
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