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RESUMO

Os mastocitomas caninos sdo neoplasias malignas originadas da proliferagdo neoplasica de
mastocitos. Sdo os tumores cutaneos mais comuns em caes, representando de 10 a 21% das
neoplasias cutaneas. O diagnostico ¢ obtido facilmente a partir do exame citopatoldgico e sua
utilizagdo como técnica de triagem na avaliacdo pré-operatoria do grau tumoral com base em
critérios citomorfologicos tem ganhado destaque. Ainda assim, a heterogeneidade celular e a
representatividade da amostra limitam a acuracia progndstica desse método, reforcando a
importancia da histopatologia na graduacdo tumoral e progndstico do paciente. Este estudo
investigou a graduacdo citoldgica e histopatologica e analisou a ocorréncia de mutagdes nos
é¢xons 8 e 11 do gene KIT de mastocitomas cutdneos caninos, com o objetivo de avaliar a
concordancia da graduacao entre os métodos e identificar possiveis associagdes com mutagoes.
Foram analisadas 45 lesdes de 34 caes com diagnostico citologico de mastocitoma, sendo que
35 foram submetidas a andlise molecular. A graduagdo citologica apresentou 87,5% de
concordancia com a graduagdo histoloégica pelo sistema de Kiupel. Através de PCR
convencional e sequenciamento Sanger, mutagdes foram identificadas em 86,4% das amostras
para o éxon 8 e em 15% para o éxon 11 do KIT. As variagdes incluiram uma variante de
nucleotideo unico (SNV) silenciosa na posicdo 120 e uma mutacdo missense (Q134R)
potencialmente funcional no éxon 8, e uma SNV silenciosa na posi¢ao 193 do éxon 11. Nao foi
observada correlacdo entre presenca de mutacdes e graduagdo de malignidade através da
citologia ou histologia. Os achados reforcam a heterogeneidade genémica dos mastocitomas
caninos e sugere a ampliagdo do sequenciamento genético para melhor compreensdo do seu
comportamento bioldgico, visto que a amostra regional estudada exibe um perfil diferenciado

de mutagdes, diferentes das frequentemente descritas na literatura internacional.

Palavras-chave: Oncologia veterinaria. Citopatologia. Sequenciamento de DNA. Mutagdes do

KIT. Neoplasias cutaneas.



ABSTRACT

Canine mast cell tumors are malignant neoplasms arising from the neoplastic proliferation of
mast cells. They are the most common cutaneous tumors in dogs, accounting for 10% to 21%
of all skin neoplasms. Diagnosis is readily achieved through cytopathological examination, and
its application as a screening technique for preoperative assessment of tumor grade based on
cytomorphological criteria has gained prominence. Nevertheless, cellular heterogeneity and
sample representativity limit the prognostic accuracy of this method, emphasizing the
importance of histopathology for tumor grading and patient prognosis. This study investigated
cytological and histopathological grading and analyzed the occurrence of mutations in exons
8 and 11 of the KIT gene in canine cutaneous mast cell tumors, with the aim of evaluating the
concordance between grading methods and identifying possible associations with mutations. A
total of 45 lesions from 34 dogs with a cytological diagnosis of mast cell tumor were evaluated,
of which 35 were subjected to molecular analysis. Cytological grading showed 87.5%
concordance with histological grading according to the Kiupel system. Through conventional
PCR and Sanger sequencing, mutations were identified in 86.4% of the samples for exon 8 and
in 15% for exon 11 of KIT. The variations included a silent single nucleotide variant (SNV) at
position 120 and a potentially functional missense mutation (Q134R) in exon 8, as well as a
silent SNV at position 193 in exon 11. No correlation was observed between the presence of
mutations and malignancy grade as determined by cytology or histology. These findings
reinforce the genomic heterogeneity of canine mast cell tumors and suggest the expansion of
genetic sequencing to improve understanding of their biological behavior, given that the
regional sample studied exhibits a distinct mutation profile differing from those frequently

described in international literature.

Keywords: Veterinary oncology. Cytopathology. DNA sequencing. KIT mutations. Skin

neoplasms.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias cutaneas representam um importante grupo de tumores em caes, com
elevada prevaléncia e impacto clinico significativo na medicina veterinaria. O mastocitoma
cutaneo (MCT) destaca-se como uma das neoplasias mais comuns neste grupo, respondendo
por até 20% dos tumores de pele (Kiupel; Camus, 2019; Villamil ef al., 2011). Este tumor tem
origem na proliferagdo de mastécitos (MC), células do sistema imune inato, cuja participagao
em processos inflamatorios, alérgicos e neoplasicos ¢ amplamente reconhecida. Sua
apresentacdo clinica e comportamento biologico sdo bastante heterogéneos, tornando a
defini¢do prognostica desafiadora. Os MCTs podem variar de tumores benignos e circunscritos

até neoplasias agressivas, infiltrativas e metastaticas (Kiupel, 2017).

O diagnostico do MCT ¢ obtido facilmente a partir do exame citopatologico (Raskin;
Conrado, 2023). Sua utilizagdo como técnica de triagem na avaliagdo pré-operatéria do grau
tumoral com base em critérios citomorfolégicos tem ganhado destaque (Camus et al., 2016;
Paes et al., 2022; Scarpa; Sabattini; Bettini, 2016). Ainda assim, a heterogeneidade celular e a
representatividade da amostra limitam a acuricia progndstica desse método, reforcando a
importancia da histopatologia na graduagdo tumoral e determinagdo de progndstico do paciente.
A determinagdo do grau histologico, portanto, segue como fator progndstico mais relevante no
manejo clinico-cirtrgico do MCT canino (Marouda et al., 2024). Os sistemas de graduacao de
Patnaik e de Kiupel sdo amplamente utilizados e apresentam contribuigdes distintas na
estratificacdo do risco (Kiupel et al., 2011; Patnaik; Ehler; MacEwen, 1984; Willmann et al.,
2021).

Paralelamente, a compreensao da biologia molecular dos mastocitomas tem avancado,
revelando alteragdes genéticas com potencial impacto no comportamento tumoral. As mutagdes
no gene KIT té€m sido estudadas extensivamente (Lennartsson et al., 2005; Letard et al., 2008).
Seus 21 éxons codificam diferentes estruturas do receptor transmembrana de tirosina quinase
KIT, também conhecido como receptor de fator de crescimento de células-tronco (SCF) ou
CD117. Alteragdes no KIT podem levar a ativacdo constitutiva do receptor, promovendo
proliferacdo celular independente do SCF e caracterizando-se como potenciais alvos
terapéuticos (Halsey et al., 2017). Estudos tém associado determinadas mutagdes do KIT a
prognodsticos desfavoraveis, maior grau histolégico e menor sobrevida, destacando-se a
presenca de ITDs no éxon 11, que foram associadas a um comportamento tumoral mais

agressivo, aumento da recorréncia local e diminui¢do do tempo de sobrevida (Zemke; Yamini;



13

Yuzbasiyan-Gurkan, 2002; Zmorzynski et al., 2024), enquanto ITDs éxon 8 estdo associadas a
um curso clinico da doen¢a mais favoravel e maior sobrevida, tendo sido detectadas em até
33% dos MCTs caninos, exibindo menor grau histologico e atividade proliferativa (Brocks et
al.,2021; Chen et al., 2022; Montanucci et al., 2024). No entanto, a prevaléncia e a relevancia
funcional das muta¢des do gene KIT permanecem varidveis, dependendo da técnica empregada,

da origem da amostra e da populagio estudada.

O presente estudo objetiva avaliar a graduacdo citoldgica e histopatologica de
mastocitomas cutaneos caninos e investigar o perfil mutacional dos éxons 8 e 11 do gene KIT
a partir de amostras obtidas por pun¢ao aspirativa e tecido parafinizado. Busca-se verificar a
concordancia entre a graduacdo citologica e a histopatologica, contribuindo para o
enriquecimento na area de citopatologia, bem como oferecendo subsidios para futuras pesquisas
com citogenética. A hipotese € de que mutagdes relevantes nesses éxons estejam associadas a

graus mais elevados de malignidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Biologia dos mastocitos

2.1.1 Origem celular e diferenciagao

Os MC originam-se de precursores hematopoiéticos localizados na medula 6ssea (MO)
e baco, porém maturam a partir dos precursores de MC que migram aos tecidos periféricos
(Kastl; Pohlman, 2022). Durante a hematopoiese, o desenvolvimento dos mastocitos
precursores (MCp) ¢ altamente regulado por fatores de transcricdo a partir de células tronco
multipotentes. Apds o comprometimento, os MCp circulam e se direcionam para os tecidos,
ainda imaturos. A maioria dos MCp nos tecidos expressa o receptor do SCF KIT e o receptor
de IgE de alta afinidade, assim como os MC maduros. No entanto, eles ndo sdo ou sao menos
granulados e, portanto, dificilmente identificados com técnicas de coloragdo histoquimica
tradicionais (Dahlin; Hallgren, 2015). Uma vez nos tecidos, os MCp proliferam, diferenciam e
maturam em MC intensamente granulados, sob a influéncia de uma variedade de interleucinas
(IL), incluindo IL-3, IL-4, IL-9 e IL-10 (Kastl; Pohlman, 2022).

Esses MC maduros mantém o potencial proliferativo mesmo em estagios de completa
diferencia¢do. Enquanto a diferenciacdo dos MC da mucosa ¢ regulada pelas interleucinas
liberadas por células T, a diferenciacdo dos MC de tecidos conjuntivos ¢ impulsionada pelo
fator de célula-tronco - ou ligante KIT -, que € secretado por fibroblastos e células da medula
ossea. O fator liga-se ao receptor KIT, que ¢ codificado pelo gene KIT. O receptor KIT ¢
composto por um dominio extracelular que se liga ao ligante, um dominio transmembrana e um
dominio intracelular (Fig 1). A ligacdo do ligante ativa a tirosina quinase intracelular (Fig 2),
levando a fosforilagdo de moléculas intracelulares e, assim, a ativacao de vias de sinalizagao
que sio essenciais para a proliferagio e diferenciagio dos MC (Kiupel, 2017). E neste ambiente

periférico que os MC adquirem suas caracteristicas fenotipicas definitivas (Cowell et al., 2009).
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Figura 1 — Representacao esquematica do receptor de membrana KIT.

Extracellular
ligand-binding domain

Transmembrane
domain

OO0 T OB DG G
OGO WIRSRSATE KRR 0
l"ly‘!'l].g‘l!'.‘ll"'- X iy
ol

Juxtamembrane
domain

Proximal kinase
domain

Interkinase region
Distal kinase
domain —
Carboxyl terminal
tail
c-KIT tr-KIT
Intracellular space

Os cinco dominios semelhantes a imunoglobulina da regido extracelular estdo envolvidos na ligagdo do
ligante e na dimerizagdo do receptor. A regido intracelular, responsavel pela transdugao de sinal, contém dominios
de quinase proximal e distal separados por uma regido interquinase e uma cauda terminal carboxila. Fonte: Cardoso

etal. (2014).
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Figura 2 - Vias de sinalizagdo do receptor KIT que controlam a sobrevivéncia,

proliferacdo, migracao e progressao do ciclo celular.
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A ligag@o do SCF ao KIT induz a dimerizacdo do receptor e a auto-fosforilagdo. As cascatas de sinaliza¢do
ativadas incluem a via PI3K/AKT (vermelho), a via SRC (azul claro), a via JAK/STAT (verde) e a via
RAS/MEK/MAPK (roxa). Fonte: (Cardoso et al., 2014).

2.1.2 Distribuicao tecidual

Em condigdes normais, os MC estao distribuidos de forma ampla por praticamente todos
os tecidos do organismo, predominando especialmente em locais de interface com o ambiente
externo, como a pele e superficies mucosas. Ocasionalmente sdo visualizados na MO, mas
raramente na circulagdo periférica (Blackwood et al., 2012). Nos tecidos, os MC vivem por um
longo periodo, e mesmo apds a degranulagdo, a sua capacidade de sintese de mediadores ¢

mantida (Oldford; Marshall, 2015). O principal mecanismo proposto para o aumento de MC
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maduros nos tecidos ¢ a maturagdo de MCp em divisdo que entraram via sistema vascular, seja
devido ao aporte continuo destas células ou por recrutamento induzido por estimulos

inflamatoérios, levando ao aumento no nimero de MCp teciduais (Dahlin; Hallgren, 2015).

Essa distribuicao justifica seu papel de célula sentinela capaz de recrutar células efetoras

tanto do sistema imune inato quanto do adaptativo (Oldford; Marshall, 2015).

2.1.3 Composigao e fung¢ao dos granulos

Uma das caracteristicas distintivas dos MC reside na abundancia de granulos
citoplasmaticos. Os granulos contém uma variedade de mediadores bioativos como histamina,
heparina, proteases (incluindo tripsina e quimotripsina), citocinas (intercelucina-6 [IL-6], fator
de necrose tumoral o [TNF-a]), fatores de crescimento (fator de crescimento endotelial vascular
[VEGF], fator fibrobléastico béasico [bFGF]) e outros mediadores inflamatorios (Kumar;
Sharma, 2010; London; Thamm, 2020; Oldford; Marshall, 2015). A histamina, por exemplo, ¢
crucial na mediacao das respostas alérgicas e na regulacdo da permeabilidade vascular; ja a
heparina exerce funcdes anticoagulantes e anti-inflamatorias (Yanase et al., 2021). Através
desse processo, os MC participam de vérias atividades bioldgicas, incluindo cicatrizagcdo de
feridas, inducdo de respostas imunes inatas, atividade antiparasitaria e modula¢do da reagdo a

venenos de insetos e aranhas (London; Thamm, 2020).

Ocasionalmente, a manipulacdo de MCT durante o exame fisico pode levar a
degranulacdo com producdo de eritema e papulas, formando o “sinal de Darier” (Fig. 3). A
degranulacdao também pode ocorrer em resposta a estimulos imunologicos ou danos teciduais
(Blackwood et al., 2012; Yanase et al., 2021). Quando estimuladas, essas cé€lulas liberam
rapidamente histamina, proteina quimiotatica de monoécitos-1 (MCP-1), TNF-a e triptase, além
de produzirem citocinas e quimiocinas adicionais, incluindo IL-3, IL-13, fator estimulador de
colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e proteina inflamatéria de macrofagos-1 alfa

(MIP-1a) (London; Thamm, 2020).

Em coloragdes utilizadas nas técnicas de citologia e histopatologia, os granulos
apresentam uma coloragcdo metacromatica roxa, uma propriedade classica dos MC, permitindo
a pronta identificagdo destas células (Cowell et al., 2009). Essa propriedade resulta da alta
concentragdo de proteoglicanos presentes nos granulos, responsaveis pela modificagdo da

afinidade com corantes Romanovski de base aquosa (Fig. 4).
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Figura 3 — Formacao de eritema ao redor da massa apos aspiragao.

Fonte: (Wellman; London, 2021).

Figura 4 — Granulagdo metacromatica evidente no citoplasma de mastocitos.

r.”” . A

Coloracao de Wright-Giemsa. Objetiva de 100x. Fonte: a propria autora (2025).

2.1.4 TImplicagdes funcionais na imunidade e na patogénese

Os MC participam ativamente das respostas imunes inata e adaptativa através da
liberagdo de mediadores inflamatorios e antimicrobianos presentes nos granulos, que
contribuem para a regulagdo dos processos inflamatérios induzindo a vasodilatagdo e a

quimiotaxia de células do sistema imune inato ao local da lesdo (Abbas; Lichtman; Pillai, 2022;
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Oldford; Marshall, 2015). A principal fungao é como célula efetora, atuando na defesa contra
infeccdes por helmintos além de ser uma das principais células envolvidas em respostas

alérgicas locais e sistémicas, contribuindo ainda para condigdes autoimunes (Voehringer,

2013).

Diversos estimulos podem ativar os MC e promover a liberagcdo do contetdo dos
granulos para o espago extracelular, bem como a sintese de citocinas € mediadores inflamatorios
lipidicos (Dahlin; Hallgren, 2015; Voehringer, 2013). Estas células expressam receptores de
membrana de alta afinidade para anticorpos IgE, e usualmente estio repletos com anticorpos de
superficie. Quando o Ac na superficie do mastécito liga-se a um antigeno, eventos de
sinalizagdo levam a ativacao celular. Eles também sao ativados quando reconhecem produtos
microbianos, independente de IgE, sendo células sentinelas do sistema imune inato (Kumar;

Sharma, 2010).

Em tumores soélidos, diversos estimulos podem servir para ativar os MC, incluindo
anticorpos antitumorais, hipdxia, citocinas e quimiocinas. Dessa forma, os MC podem ter
efeitos imunoldgicos e regulatorios profundos com consequéncias pro-tumorais, incluindo
promog¢ao da angiogénese, supressdo imune direta ou indireta e degradacdo da matriz
extracelular, facilitando a invasao tecidual; e consequéncias antitumorais, como a¢ao citotoxica,
recrutamento ¢ ativacao de outras células imunes com agdes efetoras sobre as células tumorais

(Oldford; Marshall, 2015).

2.2 Mastocitoma cutineo em caes

2.2.1 Defini¢do, caracteristicas clinicas e epidemiologia

Os MCT caninos sdo neoplasias malignas originadas da proliferagdo neoplasica de MC.
Sdo os tumores cutaneos mais comuns em caes, representando de 10 a 21% das neoplasias
cutaneas (Blackwood ef al., 2012; London; Thamm, 2020; Tamlin; Bottema; Peaston, 2020;
Welle et al., 2008). O MCT usualmente ocorre em animais mais velhos, com idade média de
aproximadamente 9 anos, embora possa acometer cdes jovens, de at¢ um ano de idade
(Blackwood et al., 2012; London; Thamm, 2020). Apesar da ocorréncia frequente em caes sem
raca definida, algumas racas apresentam risco aumentado de desenvolvimentos dos tumores,
como Boxer, Pug, Labrador e Golden Retriever, Boston Terrier ¢ Weimaraner (Camus, 2022;

London; Thamm, 2020). Shar-peis sdo predispostos ao desenvolvimento de MCT
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biologicamente mais agressivos, inclusive em animais jovens (Blackwood et al., 2012). Nao ha
predilecdo por sexo (Blackwood et al., 2012), embora entre animais castrados, as fémeas
apresentaram maior risco de desenvolvimento de MCT do que machos (White et al., 2011).
Também foi verificado que cadelas castradas apresentaram um risco aumentado para o
desenvolvimento de MCT em comparagdo com fémeas intactas, € machos castrados possuiam

um risco possivelmente mais alto do que machos intactos (White et al., 2011).

Em caes, os MCT podem se desenvolver em qualquer regido do corpo e apresentar-se
como lesdes Unicas ou multiplas. Aproximadamente 50% dos MCT ocorrem no tronco e regiao
perineal, 40% nos membros ¢ 10% no pescoco e cabega (London; Thamm, 2020). O aspecto
macroscopico pode variar, mimetizando outros tumores cutaneos ¢ condi¢des nao neoplasicas;
deve-se, portanto, considerar o MCT como diferencial em qualquer nddulo cutaneo (Kiupel;
Camus, 2019; Welle et al., 2008). Os MCT bem diferenciados usualmente sao ndédulos bem
delimitados com crescimento lento, frequentemente presentes por meses. Ja os tumores pouco
diferenciados crescem rapidamente, podendo apresentar caracteristicas infiltrativas e lesdes
satélites, muitas vezes ulceradas e associadas a prurido e vermelhidao locais (Blackwood et al.,

2012).

A etiologia dos MCT permanece indefinida, embora, como a maioria das neoplasias,
seja provavelmente multifatorial. As predisposi¢des bem documentadas em determinadas ragas
de cdes sugerem a existéncia de um componente genético subjacente (Welle ef al., 2008).
Algumas mutagdes em proto-oncogenes como o K/7T té€m sido associadas a um comportamento

mais agressivo do tumor (Kiupel et al., 2011).

2.2.2  Prognostico e terapéutica

O prognostico e opgodes terapéuticas sdao afetados pelo historico do paciente, sinais
clinicos e caracteristicas tumorais, como localizacdo anatomica, velocidade de crescimento,
tamanho, aparéncia macroscopica (por exemplo, presenca de ulceracdo), ocorréncia de
metdastases, probabilidade de recorréncia pds-cirirgica e graduacao histoldgica. A presenga de
multiplas lesdes deve ser considerada no prognodstico, mas ndo necessariamente indica uma
doenca mais agressiva (Blackwood et al., 2012; Mullins et al., 2006). A graduacao histologica
¢ atualmente o fator progndstico mais relevante para cdes com MCT. Os dois esquemas de
graduacdo bem estabelecidos, de Patnaik (Patnaik; Ehler; MacEwen, 1984) e Kiupel (Kiupel et

al., 2011), sdo aplicaveis apenas aos tumores cutdneos de cdes, devido as diferencas na
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histologia e biologia tumoral de mastocitomas subcutaneos, viscerais ou de mucosas e de MCT
em outras espécies (Tamlin; Bottema; Peaston, 2020). Tumores classificados como de baixo
grau segundo os sistemas de Patnaik (1984) e Kiupel (2011) estdo associados a uma sobrevida
significativamente prolongada e a uma menor taxa de recorréncia (Berlato et al., 2021). Em
contraste, MCTs de alto grau demonstram maior agressividade clinica, com indices elevados
de recidiva local e metéstases, resultando em um prognostico reservado (Kiupel et al., 2011;
Smiech et al., 2018). A literatura aponta que o tempo de sobrevida para MCT de baixo grau
pode exceder 70 meses, enquanto para aqueles cuja histopatologia demonstra um niimero de
mitoses superior a cinco por campo (40x), a sobrevida média ¢ reduzida para dois a cinco meses

(Berlato et al., 2021; Cifuentes-Arias et al., 2021).

Dentro das condutas terapéuticas, a cirurgia ¢ a abordagem de escolha, preconizando-se
a remog¢ao completa do tumor com margens histologicamente limpas. Em casos de tumores de
alto grau ou quando a localizagdo limita a obten¢ao de margens adequadas, a terapia adjuvante
com quimioterapia e, em alguns casos, terapias direcionadas como a eletroquimioterapia, ¢

recomendada (Mullins et al., 2006; Thamm, 2013).

2.2.3 Diagnéstico

O diagnostico do MCT ¢ realizado a partir do exame clinico e analise citoldgica obtida
por puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF) ou capilaridade do nédulo. A citologia permite

o diagnostico de 92 a 96% dos MCTs (Baker-Gabb; Hunt; France, 2003).

Citologicamente, o MCT ¢ composto por cé€lulas redondas individualizadas, bem
delimitadas e com granulos citoplasméaticos metacromaticos roxos. A granulacdo pode ser
intensa, encobrindo o nucleo, ou escassa, com granulos inconspicuos. Em espécimes bem
granulares o diagnostico € claro e ¢ comum a presenga de granulos espalhados ao fundo da
lamina, no entanto, pode ser dificil observar o nucleo e caracteristicas citologicas para
graduacao nestes casos (Kiupel, 2017). A utilizacao de corantes do tipo Romanowsky a base de
metanol aprimoram a visualizacdo dos granulos de MC, que se coram eficientemente com
corante de Wright. Mesmo em tumores pouco diferenciados, em que a granulagdo ¢ escassa,
alguns granulos tornam-se visiveis com esta coloragdo, enquanto, eventualmente, ndo coram
com coloragdo do tipo Romanovsky aquoso ou corantes utilizados em preparacdes histologicas
(Kiupel, 2017). Os ntcleos das células sdo redondos e localizados no centro ou levemente

excéntricos. A degranulagdo pode estar associada com hemorragia, necrose vascular, edema e
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degranulacdo eosinofilica. A quebra do coldgeno ocorre por proteases presentes nas células
neoplésicas e inflamatorias para otimizar a invasdo tecidual e a proliferacdo de fibroblastos.
Uma grande quantidade de eosinofilos € comumente encontrada na amostra citologica, bem
como fibroblastos, células estromais associadas a fibroplasia reativa (Kiupel, 2017; Raskin;

Conrado, 2023).

Recentemente, esquemas de graduacao citopatoldgica tém sido desenvolvidos. Em um
estudo (Camus et al., 2016), o MCT foi classificado como de alto grau se as células estavam
pobremente granulares ou apresentavam ao menos dois dos quatro critérios: presenca de figuras
de mitose, células bi ou multinucleadas, pleomorfismo nuclear ou anisocariose, definida como
tamanho de nucleo >1,5 vezes o nicleo de um mastdcito tipico (Tabela 1). Essa classificagao
apresentou boa correlagdo com o sistema de graduagdo histologica de Kiupel, com 88% de
sensibilidade e 94% de especificidade, bem como com o tempo de sobrevida. Pacientes com
tumores de baixo grau citoldgico apresentam tempo de sobrevida maior e baixa probabilidade

de serem de alto grau histologico (Camus et al., 2016).

A presenga significativa de eosinodfilos e de fibras de colageno na citologia parecem nao
correlacionar com a sobrevida (Camus et al., 2016). Em contraste, um estudo encontrou uma
correlacdo moderada entre baixa concentracdo de fibras de coldgeno e mortalidade, sugerindo

a inclusdo desde critério para classificagdo de MCT de alto grau (Paes et al., 2022).

O uso da graduagdo citologica quando aplicado em amostras adequadamente celulares
¢ util para predizer comportamento bioldgico do tumor, podendo auxiliar no plano de
tratamento do paciente, provendo informagdes prognosticas relevantes previamente a
intervencao cirargica (Camus et al., 2016; Raskin; Conrado, 2023). Porém, o sistema ainda
precisa ser validado, e o diagnostico citologico de MCT de alto grau deve ser interpretado com
cautela. Outros fatores como apresentacdo e sinais clinicos devem ser considerados na suspeita

de MCT com carater agressivo (Berlato ef al., 2021).



23

Tabela 1 — Critérios de graduacao citologica de MCT cutaneo em caes

Grau citologico Critérios citomorfologicos

Alto grau Pouco granular
Ou pelo menos dois dos seguintes:
Figuras mitoticas
Pleomorfismo nuclear
Binucleagao ou multinucleagao
> 50% anisocariose
Baixo grau Acentuada ou moderada granulagdo

Auséncia de trés critérios de alto grau

Fonte: adaptado de Camus et al (2016).

Apesar da PAAF fornecer um diagndstico em 92 a 96% dos MCTs e da elevada
correlacdo da graduagdo citologica, a histopatologia segue fundamental para a graduagdo e
determinagdo do prognostico dessa neoplasia (Baker-Gabb; Hunt; France, 2003; Blackwood e?

al.,2012; Camus et al., 2016).

Desde 1984, o sistema de classificacao de Patnaik tem sido essencial na determinagao
do progndstico dos MCT. Este sistema categoriza os MCTs em trés graus (grau I, grau Il e grau
IIT) com base em critérios como a extensao do envolvimento tecidual, celularidade, morfologia
celular e nuclear, atividade mitdtica, reagdo estromal e presenga de edema ou necrose (Tabela
2). Estudos demonstram a validade desse sistema, onde MCTs de grau I apresentam um
prognostico excelente a longo prazo, enquanto os de grau III tém um progndstico reservado a
ruim, devido a alta taxa de recorréncia e metastases. No entanto, o comportamento dos MCTs
de grau II ¢ mais imprevisivel: a maioria segue um curso clinico benigno, mas cerca de 20%

destes demonstram comportamento agressivo.
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Tabela 2 — Sistema de Patnaik para graduacao histoldgica de MCT cutaneos em caes

Graduacio Critérios histolégicos

I — Bem diferenciado Células redondas monomorficas com citoplasma amplo e
bem delimitado, granulos intracitoplasmaticos de tamanho
médio e nucleos redondos. Auséncia de figuras de mitose.
Grupos celulares compactos ou em linha, confinados a

derme. Edema e necrose minimos.

IT — Diferenciagao Células moderadamente pleomorficas, redondas a ovodides;
intermedidria citoplasma distinto com granulos finos e eventuais células
com citoplasma indistinto e granulos intracitoplasmaticos
grandes e hipercromaticos. Nucleos redondos a indentados
€ um Unico nucléolo. Figuras de mitose presentes (0 a 2 por
campo de grande aumento). Areas difusas de edema ou

necrose. Infiltragdo do tumor a derme/tecido subcutaneo.

IIT — Pouco diferenciado ou Camada densa de células pleomorficas, com citoplasma
indiferenciado indistinto, presencga de poucos granulos finos ou auséncia
destes. Nucleos redonos e indentados, com um ou mais
nucléolos. Figuras de mitose (3 a 6 por campo em grande
aumento). Frequentes células binucleadas, eventuais
multinucleadas e células gigantes. Edema, hemorragia e
necrose presentes. Infiltrado neoplasico em tecido

subcutaneo.

Fonte: adaptado de Patnaik et al. (1984).

A aplicacdo subjetiva do sistema por patologistas gera variabilidade na atribuicao dos
graus, especialmente para os MCTs de grau I e II, sendo menos controversa para os de grau III.
Essa subjetividade pode ser atribuida a falta de diretrizes claras para a classificagdao em casos
em que caracteristicas histologicas de diferentes graus coexistem. Para superar essas limitagdes,
foi desenvolvido, em 2011, um sistema de classificagdo em dois niveis, que divide os MCTs
em baixo e alto grau, utilizando apenas critérios citomorfoldogicos como contagem mitotica,

multinucleacdo, nticleos bizarros e cariomegalia (Tabela 3) (Kiupel et al., 2011).
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Tabela 3 — Sistema de Kiupel para graduagao histologica de MCT cutaneos em caes

Graduacio Critérios histologicos

> 7 figuras de mitose em 10 campos de
Alto grau (presenca de qualquer um dos maior aumento;
critérios de malignidade) > 3 células multinucleadas (3 ou mais
nucleos) em 10 campos de maior aumento;
> 3 nucleos bizarros em 10 campos de
maior aumento;
Presenca de cariomegalia.
Baixo grau Auséncia dos critérios de malignidade para

alto grau.

Fonte: adaptado de Kiupel ef al. (2011).

O sistema de Kiupel foi validado como um fator prognostico independente, prevendo
recorréncia local, tempo de sobrevida e mortalidade associada ao MCT, com 97% de
concordancia entre observadores a partir da defini¢do objetiva dos critérios de atribuicdo de
grau (Kiupel et al., 2011). Contudo, a ndo consideragdo do padrdo de crescimento ou da

extensdo do tumor (infiltrativo ou ndo) ¢ uma limitacao deste sistema.

Em tumores de baixo grau (grau I de Patnaik ou baixo grau de Kiupel), os MC
apresentam uma morfologia uniforme, com citoplasma bem delimitado, granulagdo evidente e
arquitetura tecidual normalmente preservada, com estroma bem definido. Em contrapartida,
tumores classificados em alto grau evidenciam pleomorfismo nuclear, aumento do indice
mitotico, multinucleagdes e, frequentemente, uma distribui¢do desorganizada das células, com
presenca de areas de necrose e de invasdo tecidual local (Berlato et al., 2021; Cifuentes-Arias

etal., 2021).

Além disso, a avaliagdo imuno-histoquimica, com a andlise da expressdo de proteinas
como KIT, cujo gene, frequentemente alterado nos MCT e pode estar correlacionado com a
agressividade tumoral, complementa a avaliagdo morfoldgica (Kiupel & Camus, 2019). Essa
analise combinada de técnicas permite que, além do diagnostico, um progndstico mais refinado
seja realizado.

Por fim, a anélise do perfil das mutagcdes no MCT pode ser realizada por técnicas
moleculares a partir do DNA extraido do tumor fresco, do tecido parafinizado e ainda a partir

da amostra citoldgica do nodulo (Bellevicine et al., 2013; Gailey et al., 2015; Vozdova et al.,
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2020b), sendo que a pesquisa por mutacdes no linfonodo também tem papel relevante. A
utilizagdo de esfregacos em lamina apresenta algumas vantagens sobre o tecido parafinizado.
Os esfregagos contém DNA de alta qualidade sem interferéncia de formol, permitem a avaliagdo
rapida da celularidade e sdo adequados para armazenamento a longo prazo; sua principal

limitagdo esta no sacrificio de material diagnostico para testes moleculares (Huang; Wei, 2019).

A avaliacdo de linfonodos regionais ¢ essencial na pesquisa de metastases, pois a sua
ocorréncia estd correlacionada com pior prognostico. A citologia pode ser utilizada como
método de triagem, porém falsos negativos podem ocorrer. A remog¢do e avaliagdo
histopatologica do linfonodo sdo sempre recomendadas (de Nardi ef al., 2022; Willmann et al.,
2021). A analise de mutacdes do KIT em linfonodos regionais pode fornecer informagdes
valiosas sobre o prognostico e a necessidade de tratamento adjuvante, especialmente em casos

de metastases (Rassele ef al., 2023).

O estadiamento clinico completo de pacientes com MCT deve incluir ultrassonografia
abdominal, radiografia toracica e a PAAF do linfonodo de drenagem (BLACKWOOD et al.,
2012). O estadiamento clinico pode ser usado concomitante com as classificagdes histoldgicas

do tumor, permitindo assim uma melhor avaliagdo de progndstico, terapia e decisoes clinicas.

2.3  Oncogénese dos mastocitomas

A instabilidade genética ¢ um hallmark da maioria das neoplasias, envolvendo aumento
nos erros de replicacdo e reparo de DNA e segregacdo de cromossomos, por exemplo. Os
eventos celulares que levam as mutacdes representam uma série de etapas que agem em
conjunto para alterar o fendtipo morfologico e funcional das células (Giannuzzi; Modiano;
Breen, 2022). As mudangas genéticas que predispde aos MCTs caninos, no entanto, ndo sao

completamente compreendidas (London; Thamm, 2020).

A alteragcdo molecular mais bem descrita em MCTs caninos envolve o proto-oncogene
KIT, que codifica uma proteina receptora de tirosina quinase. Este gene ¢ normalmente expresso
em uma variedade de células, e o receptor codificado desempenha um papel crucial na
regulagdao do crescimento celular e diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas (London;
Thamm, 2020). A estrutura da proteina receptora compreende uma regido extracelular com
cinco dominios semelhantes a imunoglobulinas (codificadas pelos éxons 1 a 9), um dominio

transmembranar (¢xon 10) e uma regido intracelular (éxons 11 a 21). Esta ultima inclui um
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dominio justamembranar regulatorio (¢xons 11 e 12) e dois dominios de tirosina quinase

(Lennartsson et al., 2005; Letard et al., 2008).

O SCF ¢ o ligante para o KIT, sendo sintetizado por células tronco na medula 6ssea,
eosinofilos, fibroblastos e células de musculo liso (Tsai; Valent; Galli, 2022). A ativacao da
proteina KI/T pelo SCF desencadeia cascatas de sinalizagao intracelulares distintas, promovendo
a ativagdo de varias vias de transducao de sinal que sdo cruciais para a sobrevivéncia e
proliferagdo celular, bem como diferenciagdo, maturagao e indugdo da fungao secretdria e a
quimiotaxia dos mastécitos (Lennartsson et al., 2005; Letard et al., 2008; Zmorzynski et al.,

2024).

2.3.1 Mutagdes no KIT

Variagdes no gene KI/7T ja foram documentadas em diversos tumores em animais e
humanos. As muta¢des com ganho de fun¢do foram propostas como mecanismo oncogénico,
uma vez que tipicamente levam a ativagdo constitutiva do gene independente de SCF e
subsequente transducdo de sinal desregulada (Lennartsson et al., 2005; Letard et al., 2008;

Zmorzynski et al., 2024).

Mutagdes somaticas no K/7 foram detectadas em cerca de 15% dos MCT cutaneos em
caes, apresentando um aumento na incidéncia de até 35% em casos de mastocitomas de alto
grau (Thamm et al., 2019). Em outro estudo, no entanto, uma prevaléncia de 8 a 40% de
mutagoes foi relatada (Vozdova et al., 2020b), evidenciando a variabilidade tumoral. Uma
abordagem compreensiva das principais mutacdes descritas na literatura ¢ apresentada no
Apéndice B.

Os ¢éxons 8 e 11 representam os locais de maior relevancia clinica e bioldgica descritos
na literatura. O dominio justamembrana, codificado pelo éxon 11, € o principal ponto para essas
alteragdes. Diversos pesquisadores demonstraram que mutagdes do tipo duplicag@o interna em
tandem (ITD) nesta regido sdo as alteragcdes mais prevalentes, ocorrendo em 15% a 35% dos
casos (Downing et al., 2002; London et al., 1999; Tamlin et al., 2017; Zemke; Yamini;
Yuzbasiyan-Gurkan, 2002). A presenca dessas mutagdes no éxon 11 exibe uma correlagao com
tumores de alto grau histologico, maior instabilidade genomica (Mochizuki et al., 2017) e,
consequentemente, um progndstico desfavoravel, com maiores taxas de recorréncia e menor

tempo de sobrevida (Thamm et al., 2019; Zemke; Yamini; Yuzbasiyan-Gurkan, 2002).
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Contudo, nem toda mutagdo no KIT confere agressividade, como demonstrado pela
investigacdo de outras regides do gene. Mutagdes do tipo ITDs no éxon 8, localizado no
dominio extracelular, estdo associadas a um comportamento bioldgico menos agressivo € a uma
maior sobrevida global, contrastando com as mutagdes do éxon 11; estas mutagdes foram
detectadas em até 33% dos MCTs caninos, exibindo menor grau histologico e atividade
proliferativa e, menos frequentemente, localizacao aberrante de K/7 (Brocks et al., 2021; Chen
et al.,2022; Montanucci et al., 2024). Embora estudos in vitro tenham classificado as mutagdes
no éxon 8 como de ganho de funcdo (Letard et al., 2008), seu impacto clinico mais benigno
sugere que a localiza¢do da mutacdo — no dominio extracelular (éxons 8 e 9) ou justamembrana

(éxon 11) — modula a sinalizacao intracelular de maneiras distintas.

Ainda, substitui¢cdes simples de nucleotideos e dele¢des também foram identificadas em
ambos éxons, apesar da baixa ocorréncia (Montanucci et al., 2024; Tamlin et al., 2017;
Vozdova et al, 2020b; Willmann et al., 2021). Alteracdes menos frequentes mas
funcionalmente relevantes nos éxons 9, 14, 16 e 17, com potencial acdo de ganho de fung¢do de
sinalizagdo, (Conrad et al., 2023; Letard et al., 2008; Montanucci et al., 2024) demonstram um

panorama mutacional complexo.

2.3.2  Outras mutagdes

Além do KIT, a presenga de mutagdes somaticas em outros genes também ¢ explorada.
Mutagdes recorrentes em GNBI, LRPIB, SETD2, TP53, FAT4, CSMD3 foram detectadas
através do sequenciamento completo do exoma (WES) e subsequente sequenciamento de nova
geragdo (NGS). Estes genes, por exemplo, sdo reconhecidos como oncogénicos na lista do

Cancer Gene Census (Vozdova et al., 2020b).

Avancos recentes na gendmica revelam que a oncogénese do MCT envolve uma
instabilidade cromossdmica mais ampla. Trabalhos demonstram que tumores portadores de
mutacoes no KI/T exibem um ntimero significativamente maior de aberragcdes no numero de
copias (CNAs), como perdas em genes supressores de tumor (PTEN, FAS) e ganhos em
oncogenes (MAPK3) (Jark et al., 2017, Mochizuki et al., 2017). Essa instabilidade ¢
corroborada por achados citogenéticos, como a alta prevaléncia de trissomia do cromossomo

11 (Vozdova et al., 2018).

Mudangas citogenéticas como delegdes nos cromossomos 5, 2 € 21 e inser¢des no

cromossomo 21 sdo observadas em tumores com comportamentos mais agressivos (Mochizuki
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et al., 2017). A expressdo aumentada dos genes FOXMI, GSN, FENI e KPNA2 foram
associadas com progndstico desfavoravel. Foram encontradas diferencgas na expressdo génica
de MCT bem diferenciados e pouco diferenciados, incluindo os genes CCNB, CD20, CDCAS,
NUF2, PRCI1, NUSAPI, CENPP e UBE2S, a maioria envolvidos no controle do ciclo celular
(Jark et al., 2017; Zmorzynski et al., 2024). Tal complexidade também é demonstrada através
da discordancia no status mutacional entre o tumor primario e suas metastases linfonodais

(Rassele et al., 2023).

Ao analisar a prevaléncia e ao tipo de mutagdo identificada, ¢ necessario considerar o
impacto da metodologia sobre os resultados. A fonte do material biolégico ¢ um ponto de
especial relevancia. Estudos que utilizam amostras de tecido fresco ou congelado, como os de
London et al. (1999) e Jark et al. (2017), trabalham com DNA e RNA de alta qualidade,
otimizando a sensibilidade da deteccdo. Em contrapartida, a maioria dos trabalhos
retrospectivos depende de tecido fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE), como
nos estudos de Tamlin et al. (2017) e Vozdova et al. (2019). A fixacdo por formalina ¢
notoriamente prejudicial aos acidos nucleicos, causando fragmentacao e modificagcdes quimicas
que podem dificultar a amplificagdo por PCR, especialmente de fragmentos longos, e, em
alguns casos, levar a resultados falso-negativos. O estudo de Tamlin et al. (2017) reporta uma
taxa de amplificacdo de apenas 60%, o que sugere que a prevaléncia real de mutagdes na
populagdo estudada pode ser subestimada devido a impossibilidade de analisar uma por¢ao

significativa das amostras.

Adicionalmente, a evolugao das técnicas de biologia molecular ampliou o panorama das
mutagdes conhecidas. Os estudos de Downing et al. (2002) e Zemke et al. (2002), empregaram
primariamente PCR seguido de eletroforese em gel, uma técnica eficaz para identificar grandes
inser¢des como as ITDs, que geram uma banda de tamanho diferente. Contudo, essa
metodologia ndo identifica mutagcdes de ponto (substituigdes de um unico nucleotideo) ou
pequenas indels, o que explica por que o foco inicial da pesquisa foi quase exclusivamente nas
ITDs do éxon 11. A introdugdo do sequenciamento de Sanger, utilizada por Letard et al. (2008)
e Riva et al. (2005), permitiu a identificagdo de um espectro mais amplo de alteracdes, incluindo
essas mutacdes menores. Mais recentemente, a aplicacdo de sequenciamentos de nova geragao
(NGS), como o sequenciamento completo do exoma (WES) por Vozdova et al. (2020) e a
hibridizagdo gendmica comparativa (aCGH) por Mochizuki et al. (2017) aumentaram a
sensibilidade para detectar variantes em baixa frequéncia (subclones tumorais), além de

mutagdes recorrentes em outros genes (GNBI) e aberragdes no numero de copias (CNVs) em
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larga escala. Portanto, ao compilar dados de prevaléncia, € necessario considerar as limitagdes
da tecnologia empregada, uma vez que a auséncia de um tipo de mutacdo em um estudo pode

refletir as tais limitagdes, e ndo a sua real auséncia biologica.

A determinacdo do perfil mutacional do KIT pode prover informagdes objetivas e
importantes para o clinico oncologista, apesar da presenga de tais mutagdes ainda ndo terem
sido validadas como um fator prognostico independente (Berlato et al., 2021; Willmann et al.,
2021). Devido a heterogeneidade de mutagdes encontradas nos MCT, a sua caracterizagao
molecular deve ser amplamente explorada e reportada, incluindo o status mutacional completo
do KIT (Willmann ef al., 2021). Em conjunto, esses dados corroboram a oncogénese do MCT
como um processo multifatorial, impulsionada por um acimulo de mutagdes e instabilidade
gendmica direcionando a progressao e comportamento tumoral. Ainda, a compreensdo de como
essas mutacdes genéticas e epigenéticas e sua heterogeneidade afetam a sinalizagdo celular e a
biologia do tumor pode levar a identifica¢do de novos alvos terapéuticos, com desenvolvimento
de terapias que modulem ou regulem estas mutacdes e suas sinalizacdes intracelulares. Na
veterinaria, o acumulo de tais conhecimentos estd no principio. A descoberta das mutagdes no
KIT em MCTs caninos e seu subsequente uso como alvo de inibidores da tirosina quinase ¢ um
dos primeiros passos na aplicacdo desta abordagem na medicina veterinaria (Hauck; Oblak,

2020).
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Os materiais ¢ métodos, resultados e discussdao deste estudo serdo apresentados em
forma de artigo cientifico a ser submetido para a revista Journal of Veterinary Diagnostic

Investigation
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo da graduagdo citologica demonstra associa¢do positiva com o grau
histopatologico de Kiupel. No entanto, a ocorréncia de falsos negativos nao possibilita
considerar o grau citolégico como preditor de comportamento bioldgico da neoplasia. No
entanto, sua utilizacdo como ferramenta de triagem e orientacdo de conduta terapéutica ¢
relevante e deve ser incentivada. A identificagdo de poucas amostras com mutagdes
potencialmente funcionais sugere que outros mecanismos de agressividade tumoral estejam
envolvidos, que ndo foram aqui mapeados. Diante do perfil genético heterogéneo observado
nos mastocitomas caninos, sugere-se que utilizacdo de técnicas de sequenciamento de nova
geracdo para analises de exoma completo, cobrindo multiplos éxons de KIT, permitiria mapear
com maior amplitude e precisdo as variantes somaticas envolvidas na transformagao neoplasica,
especialmente ao considerarmos a diversidade genética da populacdo regional e brasileira,
composta predominantemente por caes sem raga definida. Além disso, estudos clinicos
prospectivos com seguimento terapéutico seriam indicados para investigar a associagdo entre

mutagdes pontuais, incluindo a aqui descrita, e resposta a inibidores de tirosina quinase.
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APENCIDE A - Resultados dos sequenciamentos e perfil mutacional do KIT éxons 8 e 11 de

45 amostras de MCT cutaneo em 34 cies.

# cao # caso KIT 8 KIT 11
1 1 IL IL
2 2 IL WT
2 3 SNV 134 NAmp
3 4 IL IL
4 5 IL IL
5 6 SNV 120 IL
6 7 WT WT
7 8 SNV 134 WT
7 9 IL IL
7 10 SNV 134 WT
7 11 IL IL
8 12 IL NAmp
9 13 WT WT
10 14 IL NAmp
11 15 IL NAmp
12 16 SNV 120 SNV 193
12 17 IL IL
13 18 SNV 120 SNV 193
14 19 SNV 120 NAmp
14 20 IL IL
14 21 IL NAmp
15 22 SNV 120 WT
16 23 IL NAmp
17 24 IL NAmp
18 25 IL IL
19 26 IL IL
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20
21
22
23
24
25
26
26
26
27
27
27
28
29
30
31
32
33
34

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

WT
IL
IL
SNV 120
SNV 120
SNV 120
IL
IL
IL
SNV 120
SNV 120
SNV 134
IL
SNV 120
SNV 120
SNV 120
SNV 120
SNV 120
IL

WT
NAmp
NAmp
WT
WT
WT
NAmp
NAmp
WT
NAmp
WT
WT
NAmp
WT
WT
WT
SNV 193
WT
IL

IL = sequenciamento ilegivel; NAmp = auséncia de amplificacdo na PCR; SNV = variante de nucleotideo tnico;

WT = Wild type.



APENCIDE B - Resumo de mutagdes no gene KIT e outras alteragdes genéticas em mastocitomas cutineos caninos.

Referéncia Objetivo do Amostra (n) Meétodo de Tipo de Localizacao Dominio Frequéncia Consequéncia  Correlacdo
(Autor, Ano) Estudo Deteccao Mutacao Funcional (%) Funcional Clinica
Brocks et al. Analisar o 221 PCRe ITD Exon 8 Extracelular 33,0% Especula-se Associada a
(2021) valor Eletroforese (73/221) que ndo resulte melhor
prognostico de Capilar em ganho de prognostico,
mutagdes ITD funcdo, baixo grau
no éxon 8 do podendo  ter histologico,
gene KIT em efeito neutro baixos indices
MCTc, ou perda de de proliferagdo
comparando- funcdo. e maior
as com sobrevida.
mutagdes no 221 PCR e ITD Exon 11 Justamembran  45,2% Ganho de Associada a
exon 11. Eletroforese a (100/221) funcao, um pior
Capilar levando a prognostico,
ativagdo alto grau
constitutiva do  histologico,
receptor KIT.  altos indices
de proliferagéo
e menor
sobrevida.
Conrad et al. Caracterizar 68 PCR e ITD; SNP Exon 11; Exon Justamembran 12,7% (8/63); Ganho de Associacdo
(2023) mastocitomas Sequenciamen (C>T; 11; intron 11 a 2/63; 25,4% funcdo. significativa
digitais to Sanger Tirosina>Tiro (16/63) com maior
caninos quanto sina); SNP grau
a graduagdo, (T>C) histologico,
marcadores maior
imuno- contagem
histoquimicos mitdtica, Ki67
e mutacdes nos elevado e
éxons §, 9, 11 padrio  KIT
e 14. aberrante.
68 PCR e Polimorfismo  Exon 14 Dominio Um caso Troca de Dados de
Sequenciamen  de Tirosina (1/53) aminoacido prognostico
to Sanger Nucleotideo Quinase (acido nado
Unico (SNP) glutdmico por disponiveis.
(G>A) lisina), com
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Referéncia Objetivo do Amostra (n) Meétodo de Tipo de Localizacao Dominio Frequéncia Consequéncia  Correlacdo
(Autor, Ano) Estudo Deteccao Mutacao Funcional (%) Funcional Clinica
potencial
alteracao
funcional.
68 PCRe Nenhuma Exons 8 ¢ 9 Extracelular ¢ 0% Nao aplicavel. Nao foi
Sequenciamen mutago Justamembran possivel
to Sanger encontrada a estabelecer
correlagdo.
Downing et al. Determinar a 157 PCR e ITD Exons 11 Justamembran 33% (52/157) Ganho de Tumores com
(2002) prevaléncia de Eletroforese (regido 3' do a no total. Grau fungdo, com ITD
ITDs nos em gel de éxon 11, I: 8%; Grau II:  ativacdo apresentaram
éxons 11 e 12 agarose podendo 35%; Grau III:  constitutiva do  5x mais
do KIT e incorporar 35% receptor KIT.  chance de
correlacionar parte do intron serem de grau
com grau 11) II/IIT e 2x mais
histoloégico e chance de
comportament recorréncia e
o biologico. metastase
(porém  sem
significancia
estatistica no
estudo).
Giantin et al. Investigar a 59 PCRdecDNA ITDde12bp  Exons8e9 Extracelular 1/59 Insercdo de 4 Naio foi
(2012) expressdo do e aminoacidos possivel
mRNA do KIT Sequenciamen (QILT) no estabelecer
e sua relagdo to residuo 421 correlagdo.
com grau, (ITD417-421)
prognoéstico e com potencial
mutagdes. de ganho de

funcfo.
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59 PCR de cDNA ITDs (36 e¢45 Exon 11 Justamembran  1/59 Alteragdes que Nao foi
e bp) e uma a levam a possivel
Sequenciamen  delecdo (27 ativagdo estabelecer
to bp) constitutiva do  correlagio.
receptor
(ganho de
funcio).
Jark et al. Comparar 10 Hibridizagdo CNV - Genes em Genes 50% (3/6) dos Reducdo na A perda de
(2017) variagdes no gendmica PERDA multiplos supressores de cdes do grupo supressdo copias destes
nimero de comparativa cromossomos tumor ¢ de de pior tumoral ¢ na genes foi
copias (CNVs) em arrey (ex:  PTEN, regulagdo da progndstico apoptose, encontrada
em MCTs de (aCGH) FAS) apoptose favorecendo a exclusivament
caes com progressdo do e no grupo
sobrevida cancer. com  menor
curta vs. longa. sobrevida,
associando-se
a um pior
prognostico.
10 aCGH CNV - Genes em Genes ligados 33% (2/6) dos Aumento da O ganho de
GANHO multiplos a proliferagdo cdes do grupo sinalizagdo copias foi
cromossomos  celular, de pior para encontrado
(ex: MAPK3, migragdo e prognoéstico proliferacao, exclusivament
WNTS5B, angiogénese migracao e € no grupo
FGFs) sobrevivéncia  com menor
celular. sobrevida,
associando-se
a um pior
prognostico.
Letard et al. Examinar os 191 RT-PCR e ITDe Exon 8 Extracelular 4,7% (9/191) Ganho de Demonstra
(2008) tipos e a Sequenciamen  substituicao de funcgao, que sao
frequéncia de to ponto causando mutagdes
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mutagdes no ativacao ativadoras,
gene KIT e constitutiva e implicando um
avaliar seu proliferacao papel na
efeito celular tumorigénese.
funcional. independente.  Sem dados de
progndstico.
191 RT-PCR e Substitui¢do Exon 9 Extracelular 4,2% (8/191) Ganho de Demonstra
Sequenciamen de ponto fun¢do, com que sdo
to (S4791 ¢ ativacao mutagoes
N508I) constitutiva e ativadoras,
proliferagdo implicando um
celular papel na
independente.  tumorigénese.
Sem dados de
prognostico.
191 RT-PCR e ITD, delegdes  Exon 11 Justamembran  16,8% Ganho de Cita trabalhos
Sequenciamen e mutagdes in- a (32/191) fun¢do, com anteriores que
to frame ativacdo associam
constitutiva e mutagdes
proliferacio neste éxon a
celular maior  grau,
independente.  recorréncia e
morte.
191 RT-PCR e Delegdo com Exon 17 Dominio 0,5% (1/191) Ganho de Implicagoes
Sequenciamen  inser¢ao Tirosina funcdo, mas terapéuticas
to (Del826- Quinase (alga com importantes
828InsDT) de ativagdo) insensibilidade devido a
a inibidores de resisténcia.
tirosina
quinase,
sugerindo

resisténcia.
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London et al. Investigar a 1le2 RT-PCR, PCR  Duplicacdo Regido 3' do Justamembran 45,5% (5/11) Ganho de Sugere que
(1999) presenga de linhagens gendmico e em Tandem Exon 11, a dos tumores fungdo, com estas mutagdes
mutagdes no celulares Sequenciamen (ITD)de45a  podendo primarios fosforilagao contribuem
gene KIT, to 70 bp envolver constitutiva do  para 0
focando em Intron 11 e receptor KIT.  desenvolvime
duplicagdes Exon 12 nto ou
em tandem. progressdo dos
MCTs
caninos.
Riva et al. Identificar 32 RT-PCR e Substitui¢do Exon 11 Justamembran  22% (7/32) Pode resultar Encontradas
(2005) tipos e locais Sequenciamen  de ponto (C>T a na ativacao do apenas em
de mutagdes to na posi¢ao receptor KIT tumores de
no KIT e 1756) independente  grau 1 e IL
correlaciona- do ligante. Sugere
los com a associagdo
classificagdo com
histologica. malignidade,
mas sem valor
prognostico
confirmado.
32 RT-PCR e Delecdo de 6 Exon 11 Justamembran  3,1% (1/32) Elimina os Detectada em
Sequenciamen  pares de base a aminoacidos um unico cdo
to (posigdes Trp-556 e Lys- com tumor de
1691-1696) 557, alterando grau II.
0 dominio
inibitorio.
Mochizuki et Realizar perfil 147 0aCGH, ITD, delecio, Exons8,9¢ 11 Extracelular ¢ 29% (42/147)  Ativacdo Fortemente
al. (2017) gendmico para ddPCR, substitui¢ao Justamembran constitutiva do associada  a
identificar Sequenciamen a receptor KIT alto grau
CNAs to com ganho de histologico.

associadas a
mutagdes no
KIT e alto
grau.

funcdo.

Tumores com
mutacdo  no
KIT
apresentaram
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genoma mais
instavel.
147 0aCGH, Aberragdono  Genoma Genes em vias Variavel. Ex: Desregulagio  Actmulo
ddPCR Numero de completo (ex: supressoras de Perda de TP53 de vias de progressivo de
Copias (CNA) perda em CFA tumor (p53, em 57,6% dos controle do CNAs
5, ganho em RB) e tumores com ciclo celular, conforme )
CFA 31) oncogenes. KIT mutado. apoptose e aumento do
proliferacao. grau
histologico.
Montanucci et Analisar a 62(38 RT-PCR e ITD, SNV, Exons 2, 3, 5, Multiplos Variavel. Ex: Ganho de Confirma
al. (2024) sequéncia cutaneos, 24 Sequenciamen  Delegoes 8,9,11, 12,16 ITD no éxon fungdo  para prevaléncia
codificadora subcutaneos) to de Sanger e 3'-UTR 11 em 21% mutagdes diferencial:
completa (21 dos cutdneos.  conhecidas. ITDs no éxon
éxons) do gene Predicao in 11 mais
KIT em MCTs silico para comuns em
cutaneos e novas MCTs
subcutineos. variantes. cutdneos de
alto grau; ITDs
no éxon 8 mais
prevalentes em
subcutaneos.
62 (38 RT-PCR e Nova SNV Exon 16 Dominio 3,2% (2/62), Predita como Descoberta
cutaneos, 24 Sequenciamen  (Asp767His) Tirosina exclusivament patogénica in pode ajudar a
subcutineos) to de Sanger Quinase 2 e em MCTs silico. explicar 0
(TK2) subcutineos comportament
0 clinico
variavel de
MCTs

subcutaneos.
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Rassele et al. Avaliar a 34 PCR ITD Exon 11 Justamembran  20% (7/34) no Ganho de Discordancia
(2023) incidéncia de a total  (tumor fungdo, encontrada:
mutagdes no e/ou associado a em 3 casos, a
éxon 11 do linfonodo) progressao mutacdo  foi
KIT em MCTs tumoral. detectada
primarios e em apenas no
seus linfonodo
linfonodos metastatico, €
regionais. ndo no tumor
primario.
Tamlin et al. Determinar a 74 PCRe ITD Exon 11 Justamembran  17,6% (13/74) Ganho de Associagdo
(2017) prevaléncia de Eletroforese a no total. Grau funcgdo, significativa
ITDs no éxon III: 55,6%; levando a com alto grau
11 do KIT em Alto Grau: proliferagdo histologico.
MCTs da 50% celular
Australia e descontrolada.
avaliar a
relagdo  com
fatores
prognosticos.
Vozdova ef al. Analisar a 41 PCR e Substitui¢des Exons8,9e 11 Extracelular ¢ 19,5% (8/41) Ganho de Presenca de
(2019) prevaléncia e o Sequenciamen  de ponto e Justamembran fungdo, mutagdes no c-
valor to ITDs a levando a kit foi
prognostico de proliferacio significativam
mutagdes nos celular. ente associada
genes KIT e a alto grau
TP53. histologico.
Vozdova et al. Investigar 16 FISH Ganho de Cromossomo  Multiplos (ex: 81% (13/16) Aumento do Alta
(2018) aberragdes Cromossomo 11 CDKN2A/B) nimero de frequéncia
cromossomica (Trissomia) genes que sugere um
s (estruturais e podem estar possivel papel
CNVs) em envolvidos na na progressdo
MCTs. progressao dos MCTs.
tumoral. Instabilidade
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cromossomica
geral.
16 FISH Rearranjos Multiplos Multiplos Variavel e Desregulacdo  Heterogeneida
Cromossomico  Cromossomos heterogéneo de vias de sugere que
se CNVs e genes celulares, sdo  eventos
contribuindo secundarios.
para a Acumulo de
instabilidade alteragcdes em
gendmica. tumores
agressivos.
Vozdova et al. Analisar 38 (27 PCR e ITDs e Exons 8 e 11 Extracelular e 26% nos Mutagdes Mutagdes no
(2020 - mutagdes e cutaneos, 11 Sequenciamen mutagéo de Justamembran c¢cMCTs e 9% conhecidas por éxon 11
Mutation and metilagdo dos subcutineos) to ponto a nos scMCTs causar ganho associadas a
methylation) genes KIT e de funcgdo. alto grau e
TP53 em redugdo na
cMCTs e sobrevida.
scMCTs. Exon 8 sem
associagao
com
prognostico
negativo.
38 (27 PCR e ITDde 12bp  Exon 8 Extracelular 9% (1/11) Mutagdes Primeiro caso
cutaneos, 11 Sequenciamen (ITD 417-421) conhecidas por de mutac¢do no
subcutineos) to causar ganho gene KIT
de fungao. detectado em
um MCT
subcutaneo.
Vozdova et al. Utilizar NGS 81 WES, Painel ITDs e Exons8,9e 11 Extracelular ¢ 17,3% (14/81) Ganho de Mutagdes no
(2020 - para descobrir NGS, Sanger substitui¢des Justamembran funcdo. éxon 11 sdo de
Recurrent mutagdes de ponto a progndstico

negativo.
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gene recorrentes em 81 WES, Painel Nova mutacdo  Gene GNBI Subunidade 17,3% (14/81)  Ativagdo de Mutagdes no
mutations) MCTs. NGS, Sanger  recorrente: beta 1 da vias de GNBI nio
Substitui¢des Proteina G sinalizagdo afetaram
de ponto downstream. negativamente
a  sobrevida,
mostrando
tendéncia  a
prognostico
mais
favoravel.
Zemke et al. Investigar a 88 PCRe Duplicagdes Regido 3' do Justamembran 9,1% (8/88) Provavel Fortemente
(2002) associagdo Sequenciamen (44 a 69 bp) Exon 11 e a ganho de associada a
entre mutagodes to Sanger fntron 11 func¢do. tumores mais
no  dominio agressivos
justamembran (Grau II e III).
ado KIT e 0 g8 PCR e Delegdes (6,7 Jungdo Intron Justamembran — 4,5% (4/88) Desregulagio  Encontradas
grau do tumor. Sequenciamen ¢ 30 bp) 10/Exon 11 e a do receptor. exclusivament
to Sanger dentro do e em tumores
Exon 11 de Grau II.

Fonte: o proprio autor (2025).



