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ABSTRACT.- Carvalho A.PM,, Carvalho E.C.Q., De Nardi A.B. & Silveira L.S. 2017. [Compa-
rison of two histopathological classifications with pattern of immunostaining KIT,
evaluation of cell proliferation and the presence of mutations in c-KIT canine cuta-
neous mast cell tumors.] Comparagio de duas classificagdes histopatoldgicas com o pa-
drdao de imuno-marcac¢ido para KIT, a avaliacdo da proliferacdo celular e com a presenca
de mutagdes no c-KIT de mastocitomas cutaneos caninos. Pesquisa Veterindria Brasileira
37(4):359-367. Laboratério de Morfologia e Patologia Animal, Centro de Ciéncias e Tecno-
logias Agropecuadrias, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos
dos Goytacazes, R] 28013-602, Brazil. E-mail: annapmcarvalho@gmail.com
Histopathological classification is the method of choice to predict the biological beha-
vior of mast cell tumor. Currently, the methods of Patnaik and Kiupel are used to divide
them into degrees of malignancy. The objective of this study was to compare the two histo-
logical grades with clinical, immunohistochemical markers and the presence of mutations
to evaluate the characteristics that are more related to each other and with the worst
prognosis. Sixty-one dogs were evaluated, taking into account sex, race, age, tumor loca-
tion, tumor grade by grades Patnaik and Kiupel, infiltration of eosinophils, pattern KIT,
Ki-67 and the presence of mutation . The variables were correlated using the chi-square
test, Fisher’s exact test, verisimilitude test and relative risk test. The older dogas were
the most affected, while animals mixed breed, Boxer breeds, Labrador and Pinscher were
those with greater predisposition to tumor development. The tumor location and age are
associated with tumor grade. The tumors in the head, neck and genital area are 10 times
more likely to be classified as high-grade (RR=10,667; 95% CI 1.909 to 59.615, p=0.004)
grau and old-aged eight times more likely (RR=8.00, 95% CI 0.955 to 67.009, p=0.029).
The grade II tumors and the low degree were the most frequent and the two histological
scores showed very significant correlation (p<0.001). The concentration of eosinophilic
infiltration showed no significant correlation with any of the histological scores. The stan-
dard KIT was dependent on tumor location (p=0.015), genital tumors, head and neck had
18 times more likely to have cytoplasmic pattern (RR=18.571, 95% CI 1.954 to 176.490,
p=0.003), and Patnaik (p=0.001) and Kiupel (p<0.001) ratings. The high grade tumors
are 36 times more likely to have cytoplasmic pattern (RR 36.00, 95% CI 4.35-297.948
p<0.001). The marking of the Ki-67 showed a dependence on the location (p=0.024). The
presence of mutation in exon 11 of the juxtamembrane domain showed no association
with any of the clinical variables of the histological scores, the concentration of eosino-
phils and KIT standard. The presence of the mutation was significantly correlated only
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to the Ki-67 (p=0, 010). The results suggest that the location is the clinical variable most
related to prognosis and that only Kiupel classification associated with immunohistoche-

mistry are efficient to assess tumor behavior.

INDEX TERMS: Canine cutaneous mast cell tumors, immunohistochemistry, KIT, Ki-67, mutation.

RESUMO.- A graduacao histopatolégica é o método de elei-
¢do para prever o comportamento biolégico do mastocito-
ma e, atualmente, sdo utilizados os métodos de Patnaik e
de Kiupel para dividi-los em graus de malignidade. O obje-
tivo do presente trabalho foi comparar as duas classifica-
¢Oes histolégicas com as variaveis clinicas, os marcadores
imuno-histoquimicos e com a presenca de mutagdes para
verificar as caracteristicas que estdo mais relacionadas
entre si e com os piores progndsticos. Foram avaliados 61
animais, levando em consideragio o sexo, a raca, a idade, a
localizacdo tumoral, o grau tumoral pelas classificacdes de
Patnaik e Kiupel, a infiltracdo de eosinéfilos, a marcagio do
KIT e do Ki-67 e a presenca de mutagdo. As varidveis foram
correlacionadas utilizando os testes de qui-quadrado, teste
de Fisher, teste de verossimilhanga e o teste de risco relati-
vo. Os animais idosos foram os mais acometidos, enquanto
os animais sem rac¢a definida e os das racas Boxer, Labrador
e Pinscher foram aqueles com maior predisposicdo ao de-
senvolvimento tumoral. A localiza¢do e a idade estao asso-
ciadas ao grau tumoral. Os tumores em cabeca, pescoco e
regido genital tém 10 vezes mais chance de serem classifi-
cados como de alto grau (RR=10,667; 1C95% 1,909-59,615,
p=0,004) e os idosos oito vezes mais chance (RR=8,00;
1C95% 0,955-67,009; p=0,029). Os tumores de grau Il e os
de baixo grau foram os mais encontrados e as duas clas-
sificagdes histologicas demonstram correlagdo muito sig-
nificativa entre si (p<0,001). A concentragdo do infiltrado
eosinofilico ndo demonstrou correlacdo significativa com
nenhuma das classificacoes histoldégicas. O padrao KIT foi
dependente da localizagdo tumoral (p=0,015), ja que os
tumores genitais, na cabeca e no pesco¢co possuiam 18 ve-
zes mais chance de apresentarem padrdo citoplasmatico
(RR=18,571; 1C95% 1,954-176,490; p=0,003), e das clas-
sificacdes de Patnaik (p=0,001) e Kiupel (p<0,001), sendo
que os tumores de alto grau tém 36 vezes mais chance de
apresentarem padrdo citoplasmatico (RR=36,00, 1C95%
4,35-297,948; p<0,001). A marcagdo do Ki-67 demonstrou
dependéncia da localizagdo (p=0,024). A presenca de mu-
tacdo no exon 11 do dominio justamembrana ndo demons-
trou associagdo com nenhuma das variaveis clinicas, das
classificagdes histolégicas, da concentragdo de eosinoéfilos
e do padrio KIT. A presenca da mutacao foi correlacionada
significativamente apenas ao Ki-67 (p=0,010). Os resulta-
dos obtidos sugerem que a localizagdo é a variavel clinica
mais relacionada ao progndstico e que apenas a classifica-
¢do de Kiupel associada a imuno-histoquimica sio eficien-
tes para avaliar o comportamento tumoral.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Mastocitomas cutdneos caninos, imu-
no-histoquimica, KIT, Ki-67, mutagao.

INTRODUCAO
O mastocitoma é o tumor cutaneo mais comum em caes
(London & Séguin 2003, Withrow & Vail 2007), representan-
do 16 a 21% dos tumores caninos (Daleck et al. 2008). Aco-
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mete, principalmente, caes entre oito e nove anos (London &
Séguin 2003) e ndo ha predilecio por sexo (Costa-Casagran-
de et al. 2008, Furlani et al. 2008). Ha predisposi¢do racial
do Boxer (Costa-Casagrande et al. 2008, Furlani et al. 2008),
Boston Terrier, Bulldog inglés (Crow 1977, Goldschmidt &
Hendrick 2002, London & Séguin 2003), Labrador, Golden
Retrievers, Cocker Spaniel, Schnauzer, Teckel e Shar-pei (Da-
leck et al. 2008). Caes mestigos também possuem alta inci-
déncia (Costa-Casagrande et al. 2008, Furlani et al. 2008).

0 mastocitoma cutaneo se localiza, frequentemente, nas
regides do tronco e regides perineal e genital (50-60% dos
casos) (Furlani et al 2008), seguida dos membros (25%)
(Govier 2003), mas também podem aparecer com certa fre-
quéncia na cabega e no pescoco (Kiupel et al 2005, Fulcher
et al 2006).

A graduacdo histopatologica é o método de eleigdo
para prever o comportamento biolégico do mastocitoma
(Patnaik et al. 1984). Atualmente, sdo usadas duas classi-
ficacdes. Na de Patnaik et al. (1984), o mastocitoma é clas-
sificado em trés graus de malignidade e na proposta por
Kiupel et al. (2011) que os tumores sao divididos em dois
graus de malignidade. A principal desvantagem da classi-
ficacdo histologica de Patnaik é a grande predominancia
de tumores de grau Il (intermediario) e a grande variagao
entre observadores, o que estimulou o desenvolvimento de
uma nova forma de classificar os mastocitomas (Kiupel et
al. 2011).

Na imuno-histoquimica, ha diversos anticorpos a dis-
posicdo para utilizagdo nos mastocitomas que auxiliam
no diagndstico e na determinagio do prognéstico (Olivei-
ra 2008). A proteina Ki-67 tem seu indice aumentado de
acordo com grau histolégico do tumor e esta associado a
recidiva e a mortalidade associada ao mastocitoma (Webs-
ter etal. 2007).

O receptor KIT é uma proteina transmembrana. Em cdes,
mastécitos normais demonstram o KIT apenas na membra-
na, enquanto que os mastocitomas indiferenciados tendem
a expressar o KIT citoplasmatico (London et al. 1996, Re-
guera et al. 2000, Morini et al. 2004, Kiupel et al. 2004).

Muitos estudos tém demonstrado uma proporgao sig-
nificativa de cdes com mastocitoma apresentando alguma
mutacdo no proto-oncogenes c-KIT. Esta caracteristica é
mais comum em tumores indiferenciados e em prognds-
ticos ruins (Withrow & Vail 2007). Na maioria das vezes,
a mutacgdo consiste em uma duplicagdo em tandem no do-
minio justamembrana, codificada pelos exon 11-12 e res-
ponsavel pela regulagdo negativa da ativacio do receptor,
o que resulta em estimulo persistente para a multiplicagdo
celular (London et al. 1999, London 2009).

O objetivo do presente trabalho foi comparar as duas
classificagdes histolégicas com as variaveis clinicas, os
marcadores imuno-histoquimicos e com a presenga de mu-
tacdes para verificar as caracteristicas que estao mais rela-
cionadas entre si e com os piores prognosticos.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 61 tumores de cdes (Canis familiaris), indepen-
dente de racga, idade e sexo, provenientes de material de arquivo
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro em
Campos dos Goytacazes/R], com diagndstico prévio de mastocito-
ma cutaneo. O material utilizado eram pecas cirdrgicas que foram
coletadas entre 2011 e 2014.

A idade, o sexo, a raca e a localiza¢do foram analisados para
verificar se esses fatores estio relacionados a outras variaveis as-
sociadas a piores prognosticos.

A localizacdo tumoral foi dividida em cabeca, pescogo, dorso,
ventre, membro, genital, disseminado e de localizagdo desconhe-
cida quando esta nédo estava descrita. Nos casos em que o animal
possuia mais de um tumor, foi classificado como disseminado e
usado aquele que apresentava pior grau na classifica¢do histopa-
toldgica. Os tumores nas regides do prepucio, da bolsa escrotal ou
da vulva foram agrupados em uma mesma categoria e considera-
dos como de localizagdo genital.

Os animais foram divididos em cinco classes etérias (0-3 anos,
4-6 anos, 7-9 anos, 10-12 anos e maiores que 12 anos).

O exame histopatoldgico foi realizado objetivando a confir-
macgio do diagndstico e a diferenciacdo dos mastocitomas em
graus pela classificacdo de Patnaik, Ehler & MacEwen, (1984) (I,
II e III) e de Kiupel et al. (2011) (alto e baixo). O material foi re-
emblocado e as laminas foram analisadas em microscdpio dptico
por trés patologistas diferentes. Os exames foram realizados as
cegas e, apos a observagdo individual, os diagnésticos foram con-
frontados e, quando necessario, os patologistas chegaram a um
consenso quanto a classificacdo e a diferenciagdo em graus dos
mastocitomas. Além das caracteristicas histologicas utilizadas
para a classificagdo em graus, foi verificada a presenca de infiltra-
do eosinofilico.

O infiltrado eosinofilico foi classificado baseado no modelo
adotado por Oliveira (2008), a partir da média de células conta-
das em cinco campos de maior aumento (400x). A concentragio
de eosindfilo foi dividida em grupos. Os eosindfilos eram classifi-
cados como ausentes, quando ndo eram visualizados; o infiltrado
foi considerado leve, quando o tumor possuia poucos eosinéfilos
por campo (menos de 50 eosindfilos por campo); o infiltrado foi
considerado como moderado, quando o tumor apresentava uma
concentracdo média de eosinéfilos (50-100 por campo); e quando
o tumor possuia uma alta concentragdo de eosinéfilos por campo,
chamando mais aten¢do que o préprio tumor, a concentragao foi
considerada intensa (mais de 100 por campo).

Foram utilizados os anticorpos primarios anti Ki-67, clone
MIB-1 (anticorpo monoclonal, anti Ki67 humano, DakoCytoma-
tion) para avaliar o Ki-67 e CD117 (anticorpo policlonal, anti c-
-KIT humano, DakoCytomation) para avaliar a oncoproteina KIT.
A diluicdo do CD117 foi feita 1:1250 e a do MIB-1 foi de 1:100.

Para a avaliagdo do Ki-67, foi utilizada a metodologia basea-
da em Webster et al. 2007, que conta os tumores com marcagdo
positiva para Ki67 (média de mais de 23 células marcadas). Os
tumores com marcagdo maior que 23 foram descritos como tu-
mores proliferativos e os que possuiam marcagdo negativa foram
descritos como ndo-proliferativos. O controle positivo foi feito
com a utilizagdo de mastocitomas que ja haviam sido marcados
anteriormente e havia controle interno na mesma lamina, sé sen-
do considerados para a avaliagdo dos resultados aqueles que tam-
bém possuiam a camada basal marcada com o anticorpo.

Segundo Webster et al. (2004), a marcagdo do anticorpo
CD117 pode apresentar trés padrdes KIT: perimembranoso,
quando hd marcacdo membranar; citoplasmatico focal, quando
ha marcagdo citoplasmatica paranuclear; e citoplasmatico difuso,
quando hd marcagdo citoplasmatica intensa.

A observacdo das laminas foi realizada em microscépio 6ptico
nas objetivas de 10x, 20x e 40x para a observag¢do das marcagdes
dos anticorpos.

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada para
verificar a presenca de mutagio no proto-oncogene c-KIT, com a
utilizacdo de um protocolo adaptado da técnica de Webster et al.
(2006a), no Progenbio. A PCR foi realizada em 40 blocos de para-
fina mais recentes (2013-2014) e nos quais a presen¢a de mate-
rial genético disponivel permitiria a realizacdo do exame, destes
33 eram de animais diferentes e sete pertenciam a animais com
tumores disseminados.

Depois de confirmado o tumor, um pequeno fragmento com
cerca de 2mm foi seccionada de cada bloco de parafina para a ex-
tracdo do DNA. Seguindo o protocolo de Zemke et al. (2002), a
parafina foi retirada ao colocar uma amostra do tecido em 400 pL
da solugdo TRIS com EDTA para a digestdo. A amostra foi colocada
a 95°C por 10 minutos e aquecida duas vezes por 30 segundos
em forno micro-ondas na poténcia maxima, com homogeneizagio
completa ap6s cada aquecimento.

Foi adicionada 5pl de 15 mg de proteinase K em cada uma das
amostras e estas foram incubadas a 42°C “overnight” ou até que o
fragmento tecidual fosse completamente digerido. A proteinase K
foi inativada por calor a 95°C por 10 minutos e as amostras cen-
trifugadas a 12.000 RPM em uma microcentrifuga por 10 minutos
e transferida para outro tibulo, sem a parafina. Em torno de 200
ul de cada reagdo foi usada para a PCR.

A amplificagdo do DNA da regido justamembrana de c-KIT foi
realizada pelos primers ATCTGTCTCTCTTTTCTCCCCC e TGGGG-
TTCCCTAAAGTCATTGT (desenho realizado no Prmer -Blast®),
baseados no exon 11 pela técnica de PCR convencional. O mate-
rial passou por uma desnaturacgdo inicial que durou quatro mi-
nutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 1 minuto por 94°C, mais 35
ciclos de dois minutos a 66°C, 35 ciclos de trés minutos a 72°C e
uma fase final de oito minutos por 72°C. O produto da amplifica-
¢do foi colocado em gel de agarose a 4%, corados com brometo
de etidio e visualizados com luz ultravioleta para avalia¢do por
Eletroforese. Em cada gel analisado, foi utilizado um controle
positivo e um negativo para permitir a avaliacdo adequada das
bandas formadas.

Na anadlise estatistica, foram avaliadas variaveis continuas e
categoricas. As variaveis continuas foram a idade e o numero de
células marcadas com anticorpo anti Ki-67. As variaveis categori-
cas analisadas foram o sexo, a idade, a raca, a localizagdo, o grau
histoldgico (nas duas classificacdes), a concentracdo de eosinofi-
los, a marcagdo do KIT e a presenca de mutagao.

Os resultados das andlises histopatolégicas foram analisados
estatisticamente pelo programa IBM SPSS Statistics 20. Foi feita
a estatistica descritiva com as varidveis continuas, calculando a
média, 0 minimo, o0 maximo e o desvio padrdo. Com as variaveis
categoricas foi calculada a frequéncia e a porcentagem de cada
uma delas.

Foram realizados testes para correlacionar as diversas va-
riaveis entre si. Para verificar a dependéncia entre as variaveis,
foram usados os testes de qui-quadrado (x?), o teste da razio de
verossimilhanca e o teste exacto de Fisher e realizado o teste de
risco relativo quando necessario.

RESULTADOS
Demograficos
0 sexo foi informado para 61 animais. Desses, 36 (59%)
eram machos e 25 (41%) eram fémeas. A idade dos animais
variou entre 2 e 18 anos, com média de 9,1+3,28 anos. A
idade em que ocorre o diagnéstico dos tumores foi inde-
pendente do sexo (x*= 3,49, gl=4, p=0,479).
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Em relagdo a raca, os cdes sem raca definida (SRD) foram
os mais representados (15[24,6%]), seguidos do Boxer
(14[23%]). Foram avaliados sete animais da raga Labrador
e Pinscher (11,5% cada). As outras ragas relatadas no estu-
do foram Fox Paulistinha, Pit Bull, Golden Retriever, Bichon
Frisé, Bernesse, Maltés, Dachshund, Rottweiler, Akita, Pastor
Alemao e Pug, totalizando 15 racas. Nenhuma raca teve de-
pendéncia da idade (y*= 64,202, gl.=56, p=0,211) ou do sexo
(x*=21,556, gl.=14, p=0,088) para o aparecimento do tumor.

Cinquenta e dois tumores tinham localiza¢do conhecida,
sendo o membro a mais frequente (20[38,5%]). A segunda
localizacdo mais comum foi a regido genital (8[15,4%]), se-
guida das regides ventral e dorsal e dos tumores dissemi-
nados (7[13%]). Também foram encontrados tumores nas
regides da cabeca e do pescoco. No total foram achados sete
localizagdes tumorais diferentes. Nenhuma das variaveis
clinicas, como a racga (x*=65,937, gl.=78, p=0,833), a ida-
de (x*=22,278, gl.=24, p=0,563) e o sexo (x*=10,496, gl.=7,
p=0,109) estdo correlacionadas estatisticamente com a lo-
calizacdo tumoral.

Grau histolégico

A avaliagdo histopatoldgica foi realizada em 61 animais.
Pela classificacdo Patnaik et al. (1984), dos 61 tumores, seis
(9,8%) foram considerados Grau I, 45 (73,8%) Grau Il e 10
(16,4%) Grau IIl. A determinacdo em graus dos tumores
por esta classifica¢do foi independente do sexo (x?=0,181,
gl.=2 p=0,913), daraga (x*=19,828, gl.=28, p=0,871), daida-
de (x?=15,348, gl.=8, p=0,053) e da localizacdo (x*=7,565,
gl.=12, p=0,818).

Pela classificagdo de Kiupel et al. (2011), dos 61 tumores
analisados, 42 (68,85%) foram classificados como baixo grau
€19 (31,15%) como alto grau. A determinagdo em graus pela
classificacdo de Kiupel et al. (2011) demonstrou indepen-
déncia do sexo (x*=2,45, gl.=1 p=0,117) e daraga (x*=15,299,
gl.=14, p=0,358), mas dependéncia da idade (x*=13,041,
gl.=4, p=0,011) e da localizagio (x*=13,733, gl.=6, p=0,033).
0O risco relativo demonstrou que os tumores com localizacdo
genital, cabeca ou pescogo tem 10 vezes mais chances de ser
classificado com alto grau do que os de membros (RR=10,667,
1C95% 1,909-59,615, p=0,004) e que os idosos tem oito ve-
zes mais chance de ter um tumor de alto grau do que os ani-
mais jovens (RR=8,00, 1C95% 0,955-67,009, p=0,029).

Dos seis tumores classificados como grau I, todos foram
classificados como baixo grau. Dos 45 tumores como grau

I, 34 (75,5%) foram classificados como baixo grau e 11
(24,5%) como alto grau. Ja os classificados como grau III,
dois foram classificados como baixo grau e oito como alto
grau. As duas classificagdbes demonstraram dependéncia
uma da outra (x?=15,612, gl.=2, p<0,001).

Foram encontrados tumores indiferenciados com a pre-
senca de infiltrado eosinofilico intenso, mas este também
foi encontrado em tumores bem diferenciados e pouco
agressivos.

Dos 61 mastocitomas avaliados, o infiltrado de eosiné-
filos esteve ausente em seis (9,8%), infiltracdo leve em 15
(24,6%), moderado em 25 (41%) e intenso em 15 (24,6%).
A concentragio eosinofilica foi independente das variaveis
clinicas sexo (x?=4,42, gl.=3, p=0,220), idade (x*=12,265,
gl.=12, p=0,425), raca (x*=45,428, gl.=42 p=0,338) e locali-
zagdo (x?=22,833,gl.=18,p=0,197). A concentragdo também
foi independente das classificacées de Patnaik (x?=3,025,
gl.=6, p=0,806) e Kiupel (x*=4,21, gl.=3, p=0,240).

Avaliacido imuno-histoquimica

Dos 61 tumores em que o KIT foi avaliado, 29 (47,54%)
apresentaram padrao perimembranoso, 14 (22,95%) pa-
drdo citoplasmatico focal e 18 (29,51%) padrio citoplas-
matico difuso (Fig.1).

Ao correlacionar as variaveis clinicas, o padrdo KIT
de marcagio foi independente do sexo (x*=0,911, gl.=2,
p=0,634), da idade (}x*=9,644, gl.=8, p=0,291) e da raga (x*=
31,639, gl.=28, p=0,289), mas dependente da localizagao
(x*=24,982, gl.=12, p=0,015) (Quadro 1). O risco relativo de-
monstrou que os tumores em localizagdo genital, cabeca ou
pescoco tem 18 vezes mais chances de ser classificado como
padrao citoplasmatico do que os de membros (RR=18,571,
1C95% 1,954-176,490, p=0,003). Dos 29 tumores com pa-
drdo perimembranoso, cinco (17,24%) eram de grau [ e 24
(82,76%) de grau II. Nenhum tumor com padrdo perimem-
branoso foi classificado como grau III. Ja na classificagdo de
Kiupel et al. (2011), dos 29 tumores perimembranosos, 28
(96,5%) eram de baixo grau e um (3,5%) de alto grau.

Dos tumores com padrido citoplasmatico focal, um
(7,14%) erade grau ], 10 (71,43%) de grau Il e 3 (21,43%)
de grau III. Pela classificacdo de Kiupel et al (2011), dos 14
citoplasmaticos focais, oito (57,14%) eram de baixo grau e
6 (42,86%) de alto grau.

Os tumores citoplasmaticos difusos eram 11 (61,11%)
de grau Il e sete (38,89%) de grau IIl. Nenhum desses tu-

a.‘

Fig.1. Padrao de marcagdo do KIT em mastoc1t0ma de cdo. (A) Padrao perlmembranoso (B) Padrio atoplasr'natlco focal; (C) Padrédo

citoplasmatico difuso.
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Quadro 1. Distribuicdo da classificacao de KIT de acordo
com a localiza¢ao tumoral

KIT
Perimembranoso Focal Difuso Total
Localizagdo Cabega 0 1 1 2
Disseminado 5 1 1 7
Dorso 3 3 1 7
Genital 1 0 7 8
Membro 13 3 4 20
Pescogo 0 0 1 1
Ventre 3 3 1 7
Total 25 11 16 52

X = 24,982, gl.=12, p=0,015. RR =18,571, 1C95% 1,954-176,490, p=0,003.

Quadro 2. Distribuicio da marcagao de KIT de acordo com
classificac¢io histologica de Patnaik, Ehler & MacEwen

(1984)
KIT
Perimembranoso Focal Difuso Total
Patnaik I 5 1 0 6
11 24 10 11 45
111 0 3 7 10
Total 29 14 18 61

X? = 19,405, gl.=4, p=0, 001.

Quadro 3. Distribuicdo da marcac¢ao de KIT de acordo com
classificacdo histoldgica de Kiupel et al. (2011)

KIT
Perimembranoso Focal Difuso Total
Kiupel Alto 1 6 12 19
Baixo 28 8 6 42
Total 29 14 18 61

Xx?=21,859, gl.=2, p<0,001. RR=36,00, IC95% 4,35-297,948, p<0,001.

mores foi classificado como de grau I pela classificagdo
de Patnaik, Ehler & MacEwen (1984). Na classificacdo de
Kiupel et al. (2011), seis (33,33%) eram de baixo grau e 12
(66,67%) de alto grau.

Ao correlacionar a imuno-histoquimica a classifica-
¢do histologica, verificou-se que o padrao KIT de marca-
¢do é dependente da classificacao de Patnaik et al. (1984)
(x*=19,405, gl.=4, p=0, 001) (Quadro 2) e da classificacdo
de Kiupel et al. (2011) (x?=21,859, gl.=2, p<0,001) (Qua-
dro 3). O risco relativo demonstrou que os tumores em
de alto grau tem 36 vezes mais chances de ser classifica-
do com marcagdo citoplasmatica do que os de baixo grau
(RR=36,00, IC95% 4,35-297,948, p<0,001).

0 Ki-67 necessita da presenca da proteina para intera-
gir com o anticorpo, como o material era de arquivo e a fi-
xacdo prolongada pode mascarar a presenca da proteina, a
marcacao do Ki-67 sé foi eficiente em 26 tumores. Destes,
17 (65,38%) eram ndo proliferativos e nove (34,62%) eram
proliferativos. A quantidade de células marcadas variou de
zero até 100 por campo com a utilizacdo da gradicula. A
média de marcacio celular foi 14+20,71.

A imuno-histoquimica com Ki-67 é independente do
sexo (x*=0,460, gl.=1, p=0,683), da raca (x*=6,531, gl.=66,
p=0,366) e da idade (x*=1,924, gl.=3, p=0,588), mas é de-
pendente da localizagdo (x?=12,885, gl.=5, p=0,024).

Usando a classificacdo de Patnaik etal. (1984), os tumores
ndo proliferativos eram dois (11,8%) de grau I, 10 (58,8%)
de grau Il e cinco (29.4%) de grau I1l. Ja os tumores prolifera-
tivos eram seis de grau Il (66,67%) e trés (33,33%) de grau
[II. Nenhum dos tumores proliferativos teve classificacdo de
grau l. Pela classificagcdo de Kiupel et al (2011), os tumores
ndo proliferativos eram 12 (70,59%) de baixo grau e cinco
(29,41%) de alto grau. Os tumores proliferativos eram trés
(66,67%) de baixo grau e seis (66,67%) de alto grau.

A marcag¢do com o anticorpo anti Ki-67 ndo demonstrou
correlagdo significativa com nenhuma das classificacoes
histoldgicas. Ela foi independente da classificagdo de Pat-
naik et al. (x>=1,787, gl.=2, p=0,409) e da classificacdo de
Kiupel (x?=3,371, gl.=1, p=0,066).

Comparando as duas analises imuno-histoquimicas,
oito (47,06%) tumores ndo proliferativos eram do tipo
perimembranoso, cinco (29,41%) citoplasmaticos focais
e quatro (23.53%) citoplasmaticos difusos. Ja os prolife-
rativos, um (11,11%) era do tipo perimembranoso, trés
(33,33%) eram citoplasmaticos focais e cinco (55,56%)
eram citoplasmaticos difusos. As marcagdes para KIT e Ki-
67 sdo independentes entre si (x?=4,312, gl.=2, p=0,116).

Fig.2. Gel de marcagdo da PCR com a presenca de mutagdo. Da esquer-
da para a direita: controle da presenga de mutagdo no exon 11,
um caso de mutagdo de duplicagdo no exon 11 e um caso normal.
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A concentracio de eosinofilo demonstrou independén-
cia do padrio KIT (x%=6,997, gl.=6, p=0,321), mas depen-
déncia do Ki-67 (x?=9,062, gl.=3, p=0,028).

Mutacio do c-KIT

Dos 40 tumores analisados, em um houve reagio inespe-
cifica, sobrando 32 individuos diferentes, com 39 tumores
analisados. Apenas trés tumores apresentaram mutagao e
elas eram duplica¢des em tandem no exon 11 do dominio
justamembrana, o que representa 7,7% dos tumores ana-
lisados (Fig.2).

Uma mutagdo foi encontrada em um macho, entre 7 e
9 anos, sem raca definida e com o tumor localizado na ca-
beca. A segunda mutagdo também foi encontrada em um
macho, entre 7 e 9 anos, Boxer e com localizagdo tumoral
desconhecida. A terceira mutagdo foi encontrada em uma
fémea, entre 10 e 12 anos, Pug e com tumor em membro.

A presencga da mutacdo demonstrou independéncia das
variaveis sexo (x°=0,25, gl.=1, p=0,875), idade (x*=2,919,
gl.=4, p=0,571), raca (x*>=8,407, gl.=10, p=0,589) e localiza-
¢do (x*=7,708, gl.=5, p=0,173).

Dos trés tumores com mutac¢ao, dois eram de grau II (tu-
mores com diferenciagdo intermediaria) e um era de grau
III (tumores indiferenciados). Na classificacdo de Kiupel et
al. (2011), dois dos tumores com mutag¢io no exon 11 eram
de alto grau e um de baixo grau.

A presenga da mutagdo também ndo demonstrou de-
pendéncia das andlises histopatoldgicas, nem pelo mé-
todo de Patnaik et al. (1984) (x?=0,675, gl.=2, p=0,713) e
nem pelo método de Kiupel et al. (2011) (x*=0,526, gl.=1,
p=0,468). O PCR foi independente da concentragao de eosi-
noéfilos (x?= 6,085, gl.=3, p=0,108).

Em relagdo a imuno-histoquimica, dos trés tumores com
mutacao, dois tinham padrao KIT aberrante (um citoplasma-
tico focal e um citoplasmatico difuso) e um tinha padrao KIT
perimembranoso. Todos os tumores com muta¢dao no exon
11 eram proliferativos na avaliacdo do Ki-67 (Quadro 4).

A presenca de mutagdo demonstrou independéncia do
padrido KIT (x?=0,236, gl.=2, p=0,889), mas dependéncia do
resultado encontrado no Ki-67 (x%=6,640, gl.=1, p=0,010).]

DISCUSSAO

Ha correlacdo significativa entre os animais idosos e a clas-
sificacdo de Kiupel et al. (2011). Apenas 31% dos animais
idosos apresentaram o padrdo perimembranoso na mar-
cacdo KIT, considerado o padrdo com melhor progndstico
(Webster et al. 2004, Webster et al. 2007). Todos os ani-
mais que deram resultado proliferativo na analise do Ki-67
e com mutacdo genética eram idosos, o que concorda com
Kiupel et al. (2005) que associaram os animais idosos a um
numero maior de mutagdes. Com isso, é possivel associar a
idade a prognosticos piores.

Alocalizacdo tumoral é a variavel clinica que esta mais
relacionada ao prognostico, sendo a classificacdo de Kiu-
pel, o padrao KIT e o Ki-67 dependentes da localizagao.
Segundo Govier (2003) e London & Séguin (2003), a lo-
calizagdo inguinal, perineal, prepucial e oral, assim como
regides muco-cutaneas, estdo relacionadas a um pior grau
histolégico. Kiupel et al. (2005) descreveram que os tu-
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mores na cabeca e no pesco¢co aumentam o risco do de-
senvolvimento de metastase. Os dados do presente estudo
corroboram a literatura (Webster et al. 2004, Webster et
al. 2007), pois os tumores nessas localizacdes estdo rela-

Quadro 4. Distribuicdo das duas classificacdes histologicas,
marcadores imuno-histoquimicos e analise da PCR

Numero Patnaik Kiupel c-KIT Ki-67 PCR
1 11 Baixo Perimembranoso - -
2 11 Baixo Perimembranoso - -
3 11 Baixo Difuso - -
4 11 Baixo Perimembranoso - -
5 11 Baixo Focal - -
6 111 Baixo Focal N3ao Proliferativo -
7 11 Baixo Focal - -
8 11 Baixo Perimembranoso - -
9 11 Baixo Perimembranoso - -
10 11 Baixo Perimembranoso Nao Proliferativo -
11 11 Baixo Perimembranoso - -
12 I Baixo Perimembranoso Nao Proliferativo -
13 111 Alto Difuso - -
14 I Baixo Difuso - -
15 11 Baixo Perimembranoso - -
16 11 Baixo Perimembranoso - -
17 11 Baixo Perimembranoso - -
18 II Baixo Perimembranoso - -
19 I Baixo Focal - -
20 1 Baixo Perimembranoso - -
21 11 Alto Difuso - -
22 11 Baixo Perimembranoso - -
23 11 Alto Difuso - -
24 I Baixo Perimembranoso - -
25 111 Baixo Difuso Nao Proliferativo normal
26 I Alto Difuso - normal
27 11 Baixo Perimembranoso Nao Proliferativo normal
28 11 Baixo Focal - -
29 11 Alto Focal Proliferativo -
30 11 Alto Difuso - normal
31 II Baixo Perimembranoso - -
32 11 Baixo Perimembranoso - normal
33 11 Baixo Difuso - normal
34 I Baixo Perimembranoso - -
35 11 Alto Focal - normal
36 I Baixo Perimembranoso - normal
37 I Baixo Focal Nao Proliferativo normal
38 I Baixo Perimembranoso Nio Proliferativo normal
39 11 Alto Difuso Nao Proliferativo normal
40 I Baixo Perimembranoso - normal
41 I Alto Difuso Nio Proliferativo normal
42 11 Alto Focal - normal
43 111 Alto Difuso Nao Proliferativo normal
44 I Baixo Perimembranoso - normal
45 111 Alto Difuso - normal
46 11 Alto  Perimembranoso Nio Proliferativo normal
47 11 Baixo Perimembranoso Nio Proliferativo normal
48 111 Alto Difuso Proliferativo normal
49 11 Baixo Perimembranoso Proliferativo  mutante
50 I Alto Difuso Proliferativo normal
51 11 Alto Difuso Proliferativo  mutante
52 111 Alto Focal Nio Proliferativo normal
53 11 Baixo Perimembranoso - normal
54 11 Baixo Difuso Proliferativo ~ normal
55 I Baixo Focal Nao Proliferativo -
56 11 Baixo Focal Nao Proliferativo normal
57 11 Baixo Difuso Proliferativo normal
58 I Alto Focal Proliferativo  normal
59 11 Baixo Perimembranoso Nio Proliferativo normal
60 11 Baixo Perimembranoso Nao Proliferativo normal
61 11 Alto Focal Proliferativo  mutante



Comparacdo de duas classificagdes histopatoldgicas com o padrdo de imuno-marcagdo para KIT 365

cionados a tumores de alto grau e com localizagdo cito-
plasmatica.

Por outro lado, os mastocitomas nos membros tinham
comportamento menos agressivo, pois 80% deles eram
de baixo grau e 65% tinham padrdo KIT perimembranoso,
corroborando com Forrest (1997), que relatou que os mas-
tocitomas nos membros tinham comportamento benigno, e
com Oliveira (2008), que classificou a maioria dos mastoci-
tomas no membro como de grau I. Os tumores dissemina-
dos apresentavam graus baixos e padrdo perimembranoso,
0 que corrobora com os autores (Thamm et al. 1999, Séguin
etal. 2001, Thamm & Vail 2001) que ndo os associam a pio-
res progndsticos.

A classificacdo de Kiupel é independente do sexo e da
raca, mas dependente da idade e da localizacdo. De acordo
com a analise estatistica, os animais mais velhos estdo pro-
pensos a desenvolverem tumores de alto grau e tumores
genitais ou na regido de cabeca e no pescoco.

As duas classificagdes histopatolégicas sdo dependen-
tes uma da outra, com alta significancia, assim, para cada
grau de Patnaik, deve-se esperar um determinado grau de
Kiupel. O maior problema da classificagdo de Patnaik sdo
os tumores de grau Il que, mesmo sendo a grande maioria
dos diagndsticos, tém comportamento dificil de prever e
com grande variagdo entre patologistas, o que estimulou a
criacdo da classificacao de Kiupel (Kiupel et al. 2011). Pen-
sando nisso, muitos patologistas decidiram usar as duas
classificagcdes em seus laudos, até que seja definida aquela
com melhores resultados (Sabattini et al. 2015).

0O infiltrado de eosindfilos associado ao tumor é comum
em mastocitomas (Simoes et al. 1994, Gross et al. 2005, Oli-
veira 2008) e estava presente em 90% dos tumores. Contu-
do, ndo foi verificada relacdo da concentragio de eosinéfi-
los e o grau histopatolégico. A auséncia de relagdo entre a
concentracdo de eosinéfilos e o grau tumoral ja foi relatada
em literatura (Oliveira 2008). Gross et al. (2005) sugeriram
que a eosinofilia diminui a medida que aumenta a anapla-
sia, porém alguns tumores indiferenciados do presente es-
tudo apresentavam infiltrado intenso de eosindfilos.

Nao ha relatos em literatura que expliquem a correlagao
entre a concentracdo de eosindfilos e a marcacdo do Ki-67.
Porém, nenhum tumor proliferativo teve concentragio in-
tensa de eosindfilos, o que pode indicar que quanto mais
proliferativo o tumor, menor a quimiotaxia de eosinofilos.

Foi possivel verificar associagdo estatistica entre o pa-
drao KIT e a localizagdo. Essa associacdo nao foi descrita
em literatura, mas no presente estudo foi possivel observar
que os tumores em cabega, pesco¢o ou genitais estavam as-
sociados a padroes KIT aberrantes.

O padrao KIT demonstrou dependéncia das duas clas-
sificacdes histolégicas, com maior significancia com a clas-
sificacdo de Kiupel do que a calculada para a classificacdo
de Patnaik, o mesmo ocorreu no estudo de Giantin et al.
(2012). O alto risco relativo demonstrado indica que tumo-
res de baixo grau estdo associados a padrdes perimembra-
nosos, enquanto os de alto grau estdo associados a padroes
citoplasmaticos.

O padrao KIT é considerado um forte fator prognostico
para os mastocitomas caninos, especialmente no que diz

respeito a associacdo entre o padrio citoplasmatico, o au-
mento da proliferacdo celular, o grau histopatolégico (Ze-
mkKke et al. 2002, Kiupel et al. 2005, Webster et al. 20064,
Giantin et al. 2012) e a um comportamento mais agressivo
(Patruno et al. 2014). O presente estudo demonstrou forte
associacdo entre o padrao KIT e a classificacdo histolégica.

A proliferagdo tumoral demonstrou independéncia do
sexo, da raca e da idade, mas dependéncia da localizacao.
Foi possivel observar que os tumores no membro, associa-
dos a melhores prognésticos, eram, em sua maioria (67%),
ndo proliferativos, enquanto os de cabega e genital, asso-
ciados a piores progndsticos, eram proliferativos (83,3%).

Strefezzi et al. (2010) relataram correlagao significativa
entre o nimero de células marcadas pelo Ki-67 e a classifi-
cacgdo de Patnaik. No presente estudo, o numero de células
marcadas pelo Ki-67 ndo demonstrou relagio com nenhu-
ma das classificagdes histoldgicas.

A frequéncia da mutacdo encontrada no presente estu-
do foi de 7,7% similar a encontrada por Zemke et al (2002),
mas bem menor do que outras citadas por London et al.
(1999) e Jones et al. (2004), de quase 50%, que pode ser
explicada por s6 terem sido usados animais de grau Il e III
nos estudos citados.

A duplicagdo em tandem no exon 11 é a mutacdo mais
frequente em caes (Webster et al. 2006b) e a melhor caracte-
rizada (Jones et al. 2004). Porém, em um estudo mais recen-
te, Amagai et al. (2013) relataram que a duplicacdo em tan-
dem do dominio justamembrana esta presente apenas em
uma pequena quantidade de mastocitomas e que, mesmo
que estes individuos apresentem mais de um tumor, a mu-
tacdo ndo estara presente em todos eles. A presenca de dele-
¢des no exon 11 e mutagdes em outras localizagdes ja foram
relatadas por Zemke et al. (2002) e Webster et al. (2006b).

No presente estudo, ndo foram encontradas mutagdes
em um grande numero de animais. Isso pode ocorrer pela
presenca de mutacdo em outros genes do c-KIT que ndo fo-
ram investigados (London et al. 1999).

A mutacdo ndo demonstrou correlacdo significativa
com nenhuma das variaveis clinicas (sexo, idade, raga e lo-
calizacdo). Essa auséncia de associagdo com as variaveis foi
descrita por Downing et al. (2002) e Zemke et al. (2002).

Uma das mutagdes encontradas foi em um cdo da raca
Boxer, mas este fato nao é suficiente para indicar a predis-
posicao genética desses animais, uma vez que foi encontra-
do o mesmo niimero de mutagées em cdes da raca Pug e em
um cdo sem ra¢a definida.

Nao houve correlagdo estatistica significativa entre ne-
nhuma das classificagdes histopatolégicas e a presenca de
mutacio, conforme citado por Downing etal. (2002). Da mes-
ma maneira que Zemke et al. (2002), ndo foram encontradas
muta¢des em nenhum animal com mastocitoma de grau I e
10% dos animais com grau Il apresentavam mutagoes.

Pela classificacdo histopatolégica em dois graus, duas
mutagdes eram em animais com tumor de alto grau e uma
era em um tumor de baixo grau. A classificacao de alto grau
é aquela que tem o pior prognoéstico (Kiupel et al. 2011),
por isso, a maior frequéncia de mutacdes nos tumores de
alto grau é esperada. Giantin et al. (2012) descreveram a
presenca de mutacdo em todos os graus histopatolégicos,
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mas a porcentagem de tumores de baixo grau com mutagdo
foi maior do que os tumores de alto grau.

Alocalizagao aberrante do KIT ja foi citada como relacio-
nada a presenca de mutacdo (London et al. 1999, Webster
etal. 2004, Webster et al. 2006a). Webster et al. (2006b) re-
latam correlagdo significativa entre a presenca de mutagao
e a mudanga na localizagdo do KIT na imuno-histoquimica.
Essa dependéncia nio foi verificada no presente estudo.

Um dos animais com a mutacdo tinha padriao perimem-
branoso. Segundo Webster et al. (2006a,b), uma explicacdo
seria a aquisicdo recente da mutacdo, que ainda ndo modi-
ficou a localizacdo do KIT. Porém, a alteracdo da localiza-
¢do do KIT pode ser um evento separado da presenca da
mutacdo, ja que, no presente estudo, dos 33 animais avalia-
dos, 20 tinham padrao citoplasmatico. Destes, 18 ndo apre-
sentavam mutac¢do. O mesmo foi verificado por Webster et
al. (2006a), que sugerem que a mutagdo em outros locais
ou outros fatores podem estar relacionados a alteracdo da
localizacdo membranosa do KIT. Tanto a presenca de mu-
tacdo ou a localizagdo aberrante do KIT estdo associados
a prognosticos piores (Webster et al. 2007), mas mesmo
tumores sem muta¢do podem proliferar e ter comporta-
mento maligno (Giantin etal. 2012). Segundo Webster et al.
(2006a), a localizagdo aberrante do KIT é mais importante
na patogénese do tumor do que a superexpressao do c-KIT.

Todos os tumores com mutac¢do eram proliferativos na
marcagdo do Ki-67 e hd dependéncia estatistica entre a
presenca de mutacdo e a marcagao do Ki-67. Isso corrobora
com os resultados de Webster et al. (2007), que associam a
presenca de mutacgdo e a localizagdo aberrante do KIT com
a proliferagdo celular em mastocitomas cutaneos.

O mastocitoma é um tumor complexo que exige a reali-
zacdo de uma série de exames para prever o comportamen-
to bioldgico e realizar o tratamento adequado, aumentando
a sobrevida e diminuindo o risco de recidivas.

CONCLUSOES

Tumores em membros estdo relacionados a melhores
progndsticos, enquanto tumores de cabecga, pescogo e em
regido genital estdo relacionados a variaveis com piores
prognosticos, como os tumores de alto grau, padrdes cito-
plasmaticos de KIT e tumores proliferativos.

Dentre as classifica¢des histopatolégicas, a classificagao
de Kiupel é a que demonstra maior associacdo com o prog-
nostico e deve ser preconizada nos diagnosticos do masto-
citoma, associadas ao padrao KIT.
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