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Resumo

Os mastocitomas sdo neoplasias malignas comuns no céo, representando cerca de 16%
a 21% de todas as neoplasias cutaneas em caes. Alguns fatores de progndstico importantes
incluem, a classificacéo do grau histoldgico, metastizagdo e marcadores de proliferacdo celular.
Mutagdes no gene c-Kit tém sido descritas nos mastocitomas cutaneos (exdes 8, 9 e 11) e
subcutaneos (exdo 11) tendo sido consideradas por alguns autores como indicadores negativos
de prognostico. Todavia, dada a variabilidade do comportamento bioldgico destes tumores, ndo

existe, ainda, uma caracteristica capaz de sinalizar todos 0s mastocitomas mais agressivos.

Neste contexto, pretendeu-se, com o presente trabalho, avaliar a frequéncia de
mutacdes nos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit em mastocitomas cutaneos e subcutaneos caninos
e avaliar o seu potencial progndstico, relacionando a sua presenca com o tempo de sobrevida.
Para tal, foram estudadas 59 amostras em bloco de parafina de mastocitomas caninos, cutaneos
e subcutaneos, dos quais era conhecida informacéo sobre o desfecho clinico dois anos apés o
diagnostico. Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA e, posteriormente, a
reacdo de PCR, para amplificacdo dos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit. A presenca de mutagdes
foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (ex&o 11) ou por sequenciagdo dos produtos de
PCR (exdo 8 e 9).

No total, foram observadas mutagcdes em seis mastocitomas cutaneos (20,7%) e em um
mastocitoma subcutaneo (3,3%). Foram identificadas mutagdes nos trés exdes em estudo. Nos
animais que sobreviveram até dois anos apds o diagndéstico, a frequéncia de mutacGes nao
sindénimas encontrada foi muito superior a observada nos cdes que morreram devido ao tumor.
A frequéncia de mutagOes ndo sinbnimas em cées que morreram devido & neoplasia foi muito
baixa. Apenas 14,3% dos animais com mutacdo morreram de causa relacionada com o tumor.
Estes resultados levantam a questdo da importancia a ser atribuida as mutac6es no gene c-Kit
como fator progndstico e evidenciam a necessidade de mais estudos que possam contribuir para

a clarificagédo deste assunto.

Palavras-chave: mastocitomas, cdes, prognéstico, mutagdes, gene c-Kit



Abstract

Mast cell tumors are common canine malignant neoplasms, accounting for about 16%
to 21% of all skin neoplasms in dogs. Some important prognostic factors include histological
grade classification, metastasis and markers of cell proliferation. Mutations in the c-Kit gene
have been described in cutaneous mast cell tumors (exons 8, 9 and 11) and subcutaneous mast
cell tumors (exon 11) and have been considered by some authors as negative indicators of
prognosis. However, given the variability of the biological behavior of these tumors, there is

still no characteristic capable of signaling all the most aggressive mast cell tumors.

In this context, the aim of the present study was to evaluate the frequency of mutations
in exons 8, 9 and 11 of the c-Kit gene in canine cutaneous and subcutaneous mast cell tumors
and to evaluate their prognostic potential, relating their presence to survival time. In order to
accomplish this, 59 paraffin samples of canine, cutaneous and subcutaneous mast cell tumors,
with known information about the clinical outcome two years after diagnosis, were studied. All
samples were submitted to DNA extraction and PCR reaction for amplification of exons 8, 9
and 11 of the c-Kit gene. The presence of mutations was evaluated by agarose gel
electrophoresis (exon 11) or by sequencing of PCR products (exon 8 and 9).

Overall, mutations were observed in six cutaneous mast cell tumors (20,7%) and one
subcutaneous mast cell tumor (3,3%). Mutations were identified in the three exons under study.
In animals that survived up to two years after diagnosis, the frequency of non-synonymous
mutations found was much higher than that observed in dogs that died because of the tumor.
The frequency of non-synonymous mutations in dogs that died due to the neoplasm was very
low. Only 14,3% of the animals with mutation died from tumor-related causes. These results
raise the question of the importance to be attributed to mutations in the c-Kit gene as a
prognostic factor and highlight the need for further studies that can contribute to the clarification

of this subject.

Key-words: mast cell tumors, dogs, prognosis, mutations, c-Kit gene



Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

® - Marca registada

™ _ Marca comercial (do inglés “Trademark”)

% - Percentagem

3’ - Extremidade da molécula de DNA portadora do grupo hidroxilo
5’ - Extremidade da molécula de DNA portadora do grupo fosfato
A, C, G, T — Bases azotadas (adenina, citosina, guanina e timina)

AgNORs — Regides Organizadoras Nucleolares Argirofilas, do inglés “Argyrophilic Nucleolar

Organizer Regions”

Array CGH — Técnica citogenética de hibridacdo genomica comparativa por microarranjos, do

inglés “Array Comparative Genomic Hybridization”

ATP — Adenosina trifosfato

°C — Graus Celcius

CD34+ - Células estaminais linfohematopoiéticas que expressam o marcador CD34
c-Kit — Gene que codifica a proteina recetora tirosina quinase

cm - Centimetros

cm?® — Centimetros Cubicos

DNA — Acido desoxirribonucleico, do inglés “Deoxyribonucleic acid”

dNTP’s — Desoxirribonucleosidos trifosfato

EMA - Agéncia Europeia de Medicamentos, do inglés “European Medicines Agency”
et al. — E outros, abreviatura do latim “et alii”

FMV — Faculdade de Medicina Veterinaria

ULuso6fona — Universidade Lusofona - Centro Universitério de Lisboa

FAK - Quinase de adesao focal, do inglés “Focal Adhesion Kinase”

FceRI — Recetor de alta afinidade para a fragdo constante (Fc) da IgE



FFPE — Fixado em formalina, embebido em parafina, do inglés “Formalin-fixed, paraffin-
embedded”

fGFR3 - Recetor 3 do fator de crescimento de fibroblastos, do inglés “fibroblast growth factor

receptor 3”)
g — Aceleragdo gravitacional (unidade de Forga Centrifuga Relativa)

GNB1 — Gene que codifica a proteina de ligacdo ao nucledtido guanina (proteina G), subunidade

beta 1, do inglés “Guanine Nucleotide-Binding Protein (G protein), Subunit Beta-1”
HN — Ndédulo Histologico

HZ4-FeSV — Virus do sarcoma felino Hardy-Zuckerman 4, do inglés “Hardy-Zuckerman 4

feline sarcoma virus”

IgE - Imunoglobulina E

IL-3, IL-4, IL-6 e IL-9 - Interleucinas 3, 4,6 e 9

IM — Indice mitético

ITD - DuplicagGes internas em tandem, do inglés “Internal Tandem Duplications”
KIT — Recetor do fator de crescimento de mastdcitos/células estaminais ou CD117
LACH - Laboratorio de Analises Clinicas e Histopatologia

Lck — Quinase especifica de linfécitos, do inglés “Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase”
MIMYV - Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

min. - Minutos

mL — Mililitros

MTC — Mastocitoma

MTCC — Mastocitoma cutaneo

MTSC — Mastocitoma subcutaneo

m/v — Massa/volume

NGS - Sequenciacao de Nova Geragdo, do inglés “Next-Generation Sequencing”



NORs — Regides Organizadoras Nucleolares, do inglés “Nucleolar Organizer Regions”
OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

p — Valor de probabilidade

pb — Par de bases

PAAF — Puncdo Aspirativa por Agulha Fina

PCR — Reacdo em Cadeia de Polimerase, do inglés “Polymerase Chain Reaction”

PDGFR - Recetor do fator de crescimento derivado das plaquetas, do inglés “Platelet-derived
growth factor receptors”

seg. — Segundos

SCF — Fator das Células Estaminais, do inglés “Stem Cell Factor”
SRD — Sem Raga Definida

um — Micrometro

uL — Microlitro

V —Volt

VEGFR2 - Recetor 2 do fator de crescimento endotelial vascular, do inglés “Vascular

Endothelial Growth Factor Receptor 2”

TA — Temperatura Ambiente

TBE — Tris/Borato/EDTA

TKI - Inibidores de tirosina quinase, do inglés “Tyrosine Kinase Inhibitors”
TP53 — Gene que codifica a proteina supressora de tumor P53

UV — Ultravioleta



Indice

INAICE 8 TADEIAS .....cvuvevecevct ettt s sttt na et n et naen s 12
INAICE 8 FIGUIAS .....cvoveveceicecee ettt ettt 13
| — Descrigdo da casuistiCa A0 ESTAGIO .......cveuerueiririieee e 15

Il — Pesquisa de mutacdes no gene c-Kit em mastocitomas cutaneos e subcutaneos em caes,

LI 0] £ LU T PSS 16
i [T [FTox Lo TSP RS PTURPTPPTUPURPRPRON 16
1.0 IMISEOCTTOS ...ttt sttt ebe e ene e 16
1.1.0. MOITOIOGIA ... 17

1.1.2. FUNGAOD DIOIOGICA ... eeveeveiiiieieiee et 17

1.1.3. Desenvolvimento tUMOral...........coeiiiiiiiiiiiieceee e 18

1.2, IMSTOCTEOMIAS ...ttt bbbttt 19
1.2.1. Mastocitomas da PEIE.........ccueiveieiieie e 19

1.2.2. Classificacdo do grau histopatoldgico de MTC caninos..............cuc....... 21

1.2.3. Genética de mastoCitomas CaNINOS ..........ccoerveeriirienieenieneese e 23

1.2.4. 0 gENE C-Kil..oiiiiieie et 25

1.2.5. Mutacdes no gene C-Kit CaniN0.........ccccoveieeieeie i 27

1.3. Incidéncia e EPIdemMiIOIOgia .....c.ceveviiiiiiiiiiisiieeeee e 28
1.3.0 INCIABNCIA ...veeeiee e bbb 28

1,302, RAGA. . ettt 28

1,303, SBXO. ettt 28

1,304, 1UAAR....ceeee e 29

1.4. Apresentacéo clinica e sindromes paraneoplasiCas ...........ccocuvvveeeierenencnesiennenn 29
1.5, DIAGNOSTICO ...ttt bbb bbbttt ettt bbb 30
1.6, TratAMENTO ...t 31
1.6.1. Terapéutica com inibidores da tirosina quUINAse..........ccccceeevvevveireerieennenn, 32



1.7 ESTAGIAMENTO . ..o eeee ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e ea e eeenaeeaaaans 33

IS TR o (0T 10 ) oo USSR 36
1.8.1. Fatores de PrognistiCO........ccccveueiieiieeic e 36

1.8.2. Outros fatores de prognostico - Marcadores de Proliferacdo Celular-.....39

1.8.3. Padrdo de expressdo do KIT e mutagdes no C-Kit .........cccccveveiveriennnnnn, 40

1.9, ODJBLIVOS ....c.veeii ettt ettt e e et e be e nre e reenae e e re s 42
2. MGLErial € MEALOGOS ......cvieeeieiieie ettt bbbttt 43
2.1. DeSCriGa0 da POPUIAGAD ........cveiveiiiiiiiriesiie e 43
2.2. Extracdo de DNA de blocos de parafina..........ccccecvveiiiiniiiniecec e 43
2.2.1. REINCIUSED .....cviiiieiiieee e 43

2.2.2. DesparafiNaCao..........ccccvveiuiiieie et 44

2.2.3. Isolamento de DNA gENOMICO........c.ccverieiieiieiesee e eite e 45

2.3. AMPLITICACAD POI PCR ...t 46

2.3.1. Otimizacdo da temperatura de ligacdo dos primers para amplificacdo dos

BXOBS 8 8 Tt 48

2.4. Eletroforese em gel de agaroSe .........cocvveiiiirieiine e 49

2.4.1. Preparagao do gel de agaroSe.........ccoeierieienieniinisesieeee e 49

2.5. Purificagdo das amostras de DNA € SeqUENCIAGAD .........cccevvreeierienierieneriesieeieans 50

2.5.1. Purificagdo dos Produtos de PCR ..o 50

2.5.2. Purificacdo dos produtos de PCR a partir de Gel de agarose ................. 51

2.6. ANALISE ESTALISICA. ... ..eoviueeteieeieesie e e 52

3 RESUIAAODS. ... bbbttt 53
3.1. Caracterizacao da populagdo estudada ...........ccoocveririiiieniiie e 53

3.2. Otimizagéo da temperatura de ligacdo dos primers amplificados dos exdes 8 e 954

3.3. Amplificacdo dos ex0es 8, 9 e 11 do gene C-Kit........ccooveereriiiniiiieneeneee e 55
3.4. Sequenciacao dos exdes 8, 9 e 11 amplificados ..........ccceevereiiiiiiieneseeee e 56
3.5. Desfecho clinico € analise eStatiStiCa.........cccvevverirereerieiieere e 59



I TS0t U1 o PSP 61
5. CONCIUSAD ...t bbbttt bbbttt b b e et et bbb beenes 66
IV - Referéncias BiblIOGrafiCas ..........cocoeiieiiiiciieie e 67
W — APBINGICES ...ttt bbbkttt bbb bbb bbbt n e I

11



Indice de Tabelas
Tabela 1 - Escala de classificacdo histologica de mastocitomas cutaneos caninos.................. 22
Tabela 2 - Classificacdo histologica dos mastocitomas Cutdneos caninos. .........c.ccoceevevereane 23

Tabela 3 - Sistema proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de estadiamento

CliNICO Para MASTOCITOMAS. ... ...civeeiecieie ettt s e e et e reeste et e aneesreeneenee e 34

Tabela 4 - Sistema de Estadiamento Clinico para Mastocitomas Cutadneos Caninos proposto
PEIA SEVC. ...ttt b et 35

Tabela 5 - Sistema de Estadiamento Clinico para Mastocitomas Cutaneos Caninos proposto
POF HOra €t @l. (2018). ...cveeeee ettt sreere e e sra e e 36

Tabela 6 - Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo dos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit

072 0 13T TSR 47
Tabela 7 - Condicdes da reacdo de PCR para amplificacdo do exdo 11........cccccccvevevvernrennnne. 48
Tabela 8 - Condicdes da reacdo de PCR para amplificacdo dos ex6es 8 € 9..........cccccvevveennee. 49

Tabela 9 - Frequéncia das mutages ndo sindnimas identificadas nas amostras em estudo....58
Tabela 10 - Desfecho clinico dois anos apds 0 diagndstiCo. .........ccccvrereiicieieeseeeiee 59
Tabela 11 - Frequéncia de mutacdes ndo sindnimas em funcao do desfecho clinico.............. 59

Tabela 12 - AlteracBes na sequéncia nucleotidica identificadas nas amostras de mastocitomas

caninos apos a sequenciagdo A0S EXOES 8 € 9. .....cvcvcieieriere e I

12



Indice de Figuras

Figura 1 - Estrutura da proteina KIT codificada pelo gene c-Kit. Numeracdo 1-21: ex0es que
codificam os dominios da proteina; Igl-5: dominios semelhantes a imunoglobulina; DT:
dominio transmembranar; DJ: dominio justamembranar; TQ-1 e TQ-2: dominios tirosina-
quinase; 1Q: insercdo de quinase; Cauda Carboxiterminal: extremidade onde se encontra o
grupo CarbOXIlo (COOH). ..ot 26

Figura 2 - Representacdo esquematica da ativacdo do c-Kit induzida pelo SCF. 1- ligacéo do

SCF a proteina KIT; 2- dimerizacao do recetor KIT; 3- fosforilacdo do recetor KIT. ............ 26
Figura 3 - Distribuicdo da amostra populacional pela localizacao tecidular...............c........... 53
Figura 4 - Distribuigdo da amostra populacional Por SEX0..........cccrvriiirieeienene e 53

Figura 5 - Distribuicdo da amostra relativamente & faixa etaria dos cées presentes no estudo.

Figura 7 - Resultados da amplificacdo de otimizacdo de temperatura de ligacdo dos primers

para os exdes 8 e 9, observados em eletroforese em gel de agarose a 1,5% (M/V). ................. 55
Figura 8 — Visualizacdo dos produtos de amplificacdo do exdao 11 em amostras de MTCs. ..56

Figura 9 - Alinhamento da sequéncia do exdo 8 da amostra 1256/17 com a sequéncia de
referéncia wild type (ensembl), onde se podem observar as alteragdes c.1242_1243insGC e
C.L3ABTSC. ettt bbb e bbb et b et R ettt n b b et 56

Figura 10 - Alinhamento da sequéncia do exdo 8 da amostra 2782/17 com a sequéncia de

referéncia wild type (ensembl), onde se podem observar as alteracdes c.1242T>A e c.1243G>A.

Figura 11 - Alinhamento da sequéncia do exdo 9 da amostra 1105/20C com a sequéncia de

referéncia wild type (ensembl), onde se pode observar a alteragdo c.1434A>G. ..........ccce.... 57

Figura 12 - Alinhamento da sequéncia do ex&o 9 da amostra 1191/17A com a sequéncia de
referéncia wild type (ensembl), onde se pode observar a alteragdo ¢.1472T>C. .........ccccvenene 57

Figura 13 - Alinhamento da sequéncia do exdo 9 da amostra 1256/17 com a sequéncia de

referéncia wild type (ensembl), onde se pode observar a alteragdo ¢.1408C>T. ...........cccvnees 57

13


file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028585
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028585
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028585
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028585
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028585
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028586
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028586
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028587
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028588
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028589
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028589
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028590
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028590
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028591
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028591
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028592
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028593
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028593
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028593
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028594
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028594
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028594
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028595
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028595
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028596
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028596
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028597
file:///D:/1-HUGO_ESCOLA/9-2017-2023_Universidade/6º%20Ano/Tese/VP_NETO_Hugo_MIMV_2024_1de1.docx%23_Toc157028597

Figura 14 - Curva de sobrevivéncia dos animais com e sem mutacdo no exdo 11. A cruz no
final de cada curva significa a auséncia de informacdo sobre o desfecho clinico ap6s os 24
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| — Descricdo da casuistica do estagio

O estagio foi realizado no ambito da Unidade Curricular “Estagio” do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria (MIMV), na Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lusofona, Centro Universitério de Lisboa (FMV-ULuséfona), frequentado entre
setembro de 2022 e janeiro de 2023. Este foi realizado no Laboratorio de Andlises Clinicas e
Histopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona (LACH-FMV-

ULusdfona) sob orientacdo da Professora Doutora Margarida Alves.

O estagio curricular realizado no laboratério LACH, teve como objetivo a realizacdo
do projeto de investigacdo que culminou na elaboracdo da presente dissertacdo de mestrado.
Nesse contexto, o autor péde obter mais conhecimentos e competéncias nas areas de biologia
molecular e genética. Para além das técnicas abordadas e descritas ao longo da dissertagdo, foi
possivel observar de perto outros projetos de investigacdo que estavam a decorrer e
compreender de forma mais proxima a rotina num laboratério de analises clinicas e

histopatologia.

As atividades desenvolvidas durante este estagio foram manipulacdo do micrétomo
para a realizacdo de cortes em amostras de mastocitomas parafinadas, manipulacdo e extracao
de DNA de amostras em parafina, reacdo em cadeia polimerase (PCR convencional),
preparacédo de gel de agarose para realizar eletroforese dos produtos de PCR, purificacdo das

amostras de DNA e analise de resultados de sequenciacdo de DNA.

No presente estudo foram incluidas amostras provenientes do arquivo de blocos de
parafina do laboratério DNATech e do Laboratério de Analises Clinicas e Histopatologia da
FMV-ULuso6fona.
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Il — Pesquisa de mutacgdes no gene c-Kit em mastocitomas cutaneos e

subcuténeos em céaes, em Portugal

1. Introducéo

1.1. Mastocitos

Em 1878, Paul Ehrlich descobriu, pela primeira vez, os mastdcitos, os quais,
denominou de “mastzellen”, que significa “células de alimentagdo” devido a sua aparéncia
(Beaven, 2009; Galli, Maurer & Lantz, 1999). As células progenitoras, os percursores dos
mastécitos (CD34+), sdo formadas na medula éssea durante a hematopoiese e circulam na
corrente sanguinea, como células mononucleares indiferenciadas (Nauta et al., 2008; Robbie-
Ryan & Brown, 2002). Estas permanecem indiferenciadas no sangue e diferenciam-se apenas
ao migrarem para os tecidos, onde se tornam mastocitos maduros sob influéncia de fatores
locais, como Varias citoquinas, de que sdo exemplo o fator de células estaminais (SCF, do inglés
“Stem Cell Factor”) e as interleucinas 3, 4, 6 e 9 (IL-3, IL-4, IL-6 e IL-9) (Nauta et al., 2008).

Os mastocitos sdo células do tecido conjuntivo, que podem ter uma vida muito longa,
variando de semanas a meses (Bradding & Holgate, 1999; Wedemeyer, Tsai & Galli, 2000).
Sado encontrados em todo o corpo, na medula éssea, tecido conjuntivo, pele, trato
gastrointestinal e trato respiratorio, tendo assim uma grande distribuicdo pelo organismo.
(Orkin & Schwartzman, 1959; Siebenhaar, Redegeld, Bischoff, Gibbs & Maurer, 2018). Estes
formam uma populacdo heterogénea de células com diferencas aparentes no seu
desenvolvimento, conteldo em mediadores inflamatdrios, ultraestrutura e funcionalmente na
sua capacidade de interagir com o ambiente local (Bradding & Holgate, 1999). Os mastocitos
participam na resposta imunitaria, inata e adaptativa, em infe¢fes bacterianas e parasitarias e
sdo conhecidos pela funcdo que desempenham nas reacdes alérgicas (Siebenhaar et al., 2018).
Os mastocitos desempenham um papel nas reacdes de hipersensibilidade que levam a distarbios
alérgicos, como dermatite atopica, algumas alergias alimentares, rinite alérgica e asma alérgica
(Galli & Tsai, 2012).

Foi estabelecido por muitos estudos que a proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia
dos mastdcitos sdo estritamente reguladas pelo SCF, que atuam através do seu recetor KIT,
expresso na superficie dos mastdcitos (Sundstrom, Alfredsson, Olsson & Nilsson, 2001). Em

condig¢Bes normais, 0 numero de mastocitos no tecido é considerado relativamente constante,
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exceto quando ha hiperplasia de mastdcitos em diferentes patologias, como processos

inflamatdrios cronicos, disturbios fibréticos e cicatrizacao de feridas (Bischoff & Sellge, 2002).

1.1.1. Morfologia

Os mastdcitos sdo células mononucleadas, de formato irregular ou ovais do tecido
conjuntivo, t€m como didmetro entre 7 a 20 um. Sao células com o citoplasma preenchido com
granulos de secrecdo basodfila que, muitas vezes, escurecem o nucleo central. Esses granulos
sdao densos em eletrdes e de tamanho variavel, variando de 0,3 a 2,0 um de didmetro. O seu
nacleo é pequeno, esférico e central e, por vezes, de dificil observacdo, em microscépio, pois

muitas vezes estd coberto pelos granulos citoplasmaticos (Mescher, 2018a).

1.1.2. Funcéo bioldgica

Os mastocitos podem participar em processos tanto fisioldgicos quanto patoldgicos, e
isso depende ndo s6 da sua quantidade nos tecidos, mas também da natureza e tamanho dos
mediadores libertados (Gilfillan, Austin & Metcalfe, 2011). Tém um papel essencial em
diversos processos fisiologicos, incluindo a imunidade, tanto a inata quanto a adquirida, a
inflamacéo, libertando mediadores quimicos da resposta inflamatéria (como a histamina e
heparina), as respostas alérgicas e as rea¢fes parasitarias, devido a sua acdo paracrina (Beaven,
2009; Mescher, 2018a; Zorn, 2013). Para esse fim, 0os mastocitos manifestam uma variedade de
tipos de recetores na sua superficie, sendo os principais o0s recetores FceRI, que se associam as
imunoglobulinas E (IgE), bem como recetores de reconhecimento padrdo, recetores para

componentes do complemento e recetores para catecolaminas (Kumar & Sharma, 2010).

Os plasmacitos secretam IgE, a qual exibe uma alta afinidade para os recetores FceRl,
estabelecendo uma conexdo. Essa ligacao estabiliza a expresséo do recetor promovendo assim
0 desenvolvimento de muitas agregacbes IgE-FceRI nas superficies dos mastdcitos e
sensibilizando as respostas dos mastocitos a antigenios especificos. A inatividade dos
mastocitos € mantida até que um antigénio (por exemplo, um alergénio) se una aos anticorpos
IgE presentes na membrana celular. 1sso desencadeia a desgranulacdo dos mastocitos,
libertando varias citoquinas e quimiocinas no sangue, facilitando assim as respostas imunes do

hospedeiro. A libertagdo de histamina pelos mastocitos aumenta a permeabilidade vascular e a
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vasodilatacdo, acelerando a passagem de leucdcitos para os tecidos e tendo efeitos toxicos

contra parasitas invasores (Galli & Tsai, 2012; Siebenhaar et al., 2018).

Além disso, os mastocitos estdo também envolvidos no processo fisiologico de
cicatrizacao de feridas e no desenvolvimento da fibrose, pois tém a capacidade de influenciar
diretamente os fibroblastos e/ou, de forma indireta, outras células, conduzindo a uma resposta
pro-fibrética (Puxeddu, Piliponsky, Bachelet & Levi-Schaffer, 2003).

1.1.3. Desenvolvimento tumoral

No local de crescimento tumoral é criada uma zona de inflamagdo que resulta na
migracdo e acumulacdo de diversos tipos formas celulares, que estdo intimamente ligadas ao
crescimento do tumor. Em alguns tipos de tumores, os mastdcitos sédo identificados como uma
forma precoce e persistente de infiltragdo celular, muitas vezes presentes antes da angiogénese
e do aumento significativo do crescimento tumoral (Beaven, 2009; Maltby, Khazaie &
McNagny, 2010). O recrutamento e ativacdo dos mastocitos é mediado, maioritariamente, pelo

SCF produzido pelas células tumorais (Ribatti & Crivellato, 2012).

O desenvolvimento de mastocitomas da-se pela mastocitose, ou seja, por uma
proliferacdo anormal de mastdcitos a nivel local ou sistémica, de origem desconhecida (Ranieri
et al., 2015). A tendéncia para aparecerem em aglomerados densos esta associada a situaces
patoldgicas, que podem representar um estado reativo ou neoplasico.

Os mastdcitos a nivel do crescimento tumoral podem ter efeitos diretos nas células
tumorais, como citotoxicidade, ou efeitos indiretos, como é o caso da angiogénese, remodelacao
tecidular do ambiente envolvente e o recrutamento de células imunitérias (Maltby et al., 2010).
Estes acumulam-se no limite entre tecidos saudaveis e malignos e sdo encontrados associados
a vasos sanguineos dentro do microambiente tumoral, podendo desempenhar um papel precoce
na angiogénese de tumores em desenvolvimento, pois expressam diversos componentes
angiogénicos. A angiogénese fornece os nutrientes necessarios ao crescimento tumoral e é
necessaria para a metastizacdo de tumores solidos em locais distantes do corpo (Maltby et al.,
2010). A propagacdo e metastizagdo do tumor sdo promovidos pelo papel importante no
crescimento tumoral que os mastocitos desempenham na remodelacdo tecidular da matriz

extracelular durante a cicatriza¢do de feridas (Maltby et al., 2010).
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1.2. Mastocitomas

Os mastocitomas (MTCs) sdo a segunda neoplasia maligna mais frequente
diagnosticada em cédes (Dobson, Samuel, Milstein, Rogers & Wood, 2002; Hauck, 2013),
representando 16% a 21% de todas as neoplasias cutaneas caninas (London & Thamm, 2020).
Sdo neoplasias malignas mesenquimatosas que, na maioria dos casos, surge primeiro na derme
ou no tecido subcutaneo e, raramente, noutras partes do corpo como 0s 0rgaos viscerais, ou de
forma sistémica (Takahashi et al., 2000). O seu diagnostico é direto, contudo o seu

comportamento biologico é imprevisivel (Kiupel & Camus, 2019).

Esta neoplasia é caracterizada pela proliferacdo e acumulacdo anormal de mastécitos
com diferentes niveis de diferenciacdo celular (Blackwood et al., 2012). Estas massas
neoplasicas de mastdcitos podem sofrer desgranulacdo espontanea, libertando moléculas
biologicamente ativas que podem executar efeitos sérios e potencialmente fatais em outras
partes do corpo. Estes sdo denominados disturbios paraneoplésicos e incluem anafilaxia,
ulceracdo ou perfuragdo gastrica e duodenal, doenca glomerular e hemorrégica (Siebenhaar et
al., 2018).

Em cdes, os MTCs sdo neoplasias de pele comuns, sendo muito heterogénios na
aparéncia clinica e comportamento bioldgico (Siebenhaar et al., 2018). Os MTCs, no gato, sdo
menos comuns e 0 seu comportamento bioldgico é menos variavel. Em humanos, geralmente
apresenta-se como uma doenca sistémica, em vez de, uma massa definida e varia de doenca
benigna em criancas em idade de amamentacéo, lactentes, a doengas malignas agressivas em
adultos. Apesar das diferencas a nivel do comportamento e na manifestacdo clinica, os
mastocitos neoplasicos compartilham uma anomalia molecular subjacente em diferentes
espécies, a mutacdo do proto-oncogene c-Kit. Este gene codifica um recetor transmembranar
tirosina-quinase, denominada KIT ou CD117, associado ao desenvolvimento, proliferagéo e
diferenciacdo dos mastocitos (Kiupel, 2017; de Nardi et al., 2022).

1.2.1. Mastocitomas da pele

Considerada o maior 6rgao individual do corpo, a pele normalmente corresponde
aproximadamente 15-20% do peso corporal total. Também € conhecida como tegumento,
derivada do latim, L. integumentum, que significa revestimento, ou camada cutanea. E

composta por uma por¢do epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e por uma porcao

19



subjacente de tecido conjuntivo de origem mesodérmica, a derme (Mescher, 2018b). Em
continuidade com a derme, e abaixo da mesma, esta a hipoderme (tecido subcutaneo), ha
autores que a consideram como uma terceira porgédo da pele, sendo uma camada composta por

tecido conjuntivo laxo e essencialmente constituida por tecido conjuntivo adiposo (Hill, 2012).

Os mastocitomas localizados na pele, sdo diferenciados em mastocitomas cutaneos
(MTCC) e subcutaneos, com base na sua localizacdo na derme ou tecido subcutaneo,
determinada pela andlise histopatologica (Willmann et al., 2021). Esta divisdo anatémica é
importante, pois mais de 90% dos mastocitomas subcutaneos (MTSC) sdo considerados
benignos e podem ser controlados com excisdo cirdrgica completa (Gill, Leibman, Monette,
Craft & Bergman, 2020; Horta et al., 2018; Newman, Mrkonjich, Walker & Rohrbach, 2007;
Thompson et al., 2011a). No entanto, uma proporcdo de aproximadamente 10% dos cées
diagnosticados com mastocitomas subcutdneos ndo consegue superar a doenca. Segundo a
literatura, observa-se uma taxa de recorréncia entre 8% a 9% nos mastocitomas subcutaneos, e
em 4% a 6% observa-se 0 surgimento de metastases (Newman et al., 2007; Thompson et al.,
2011a).

Os MTSCs tendem a exibir um comportamento menos agressivo (Pakhrin et al., 2007),
embora se encontrem descritas observagdes contraditdrias. Apesar de uma publicacdo recente
descrever as caracteristicas dos mastocitomas cutaneos e subcutaneos (Willmann et al., 2021),

0 seu comportamento biolégico ainda ndo foi diretamente comparado em um estudo.

Os MTCCs exibem uma diversidade marcante na sua aparéncia macroscopica, variando
entre nddulos cutaneos até tumefacdes difusas ou, mais frequentemente, apresentando-se como
tumores eritematosos elevados, desprovidos de pélos. O tamanho varia de alguns milimetros a
massas consideraveis. Lesdes claramente definidas, sem pélos e isoladas tém uma propenséao
ao crescimento lento e, muitas vezes, persistem ao longo de meses. Em contrapartida, MTCs
ulcerados e pruriginosos sdo, geralmente, mal circunscritos (Kiupel, 2017). Existe uma
tendéncia para um crescimento rapido e com a presenca comum de tumores menores e
adicionais nas proximidades. MTCCs que apresentam caracteristicas muito agressivas, como
tamanho significativo, invasao marcada e ulceragdo grave, geralmente sdo de natureza maligna.
No entanto, MTCs que exibem uma aparéncia bem diferenciada ndo devem ser
automaticamente considerados benignos. Na superficie de corte, o0s MTCCs podem ter uma
aparéncia branca ou rosada, por vezes, com pontos de hemorragia e as suas margens ndo sao
nitidamente definidas (Kiupel, 2017).
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Os MTSCs estdo localizados no tecido subcutaneo em varias partes do corpo, sendo 0s
membros, dorso e térax os locais mais prevalentes, representando 60% desses tumores
(Newman et al., 2007; Thompson et al., 2011a). Tumores maltiplos sdo pouco frequentes, 95%
destas neoplasias surgem como massas unicas (Thompson et al., 2011a). Essas lesdes causam
uma saliéncia na pele, sem penetrar na derme e raramente apresentam ulceracdo. Geralmente,
manifestam-se como massas moles e carnudas, assemelhando-se a lipomas. A falta de uma
delimitacdo clara torna desafiadora a determinacdo precisa das margens, seja por palpacéo ou
visualizacdo durante a excisdo cirargica. Em casos de disseminacdo metastatica, é possivel
identificar linfadenopatia local ou organomegalia por meio de palpacdo abdominal ou exames

de imagem (Kiupel, 2017).

1.2.2. Classificacéo do grau histopatologico de MTC caninos

H& vaérias décadas que a graduacdo histopatoldgica tem sido usada para prever o
comportamento bioldgico dos mastocitomas. A recorréncia, 0 tempo de sobrevivéncia e a

probabilidade de metastizacdo tém sido ligados a avaliacdo do grau de diferenciagéo celular.

Existem dois sistemas de classificagdo mais utilizados, o sistema de Patnaik (Patnaik,
Ehler & MacEwen, 1984) e de Kiupel (Kiupel et al., 2011). O sistema desenvolvido por Patnaik
et al. (1984) é o mais utilizado e categoriza os MTCs bem diferenciados em grau I, os
intermédios em grau Il e os pouco diferenciados em grau 11, seguindo os critérios especificados
na tabela 1. No estudo realizado por Patnaik et al. (1984), cdes com MTC de grau I, 1l ou Il
apresentaram probabilidade de sobrevivéncia superior a 1500 dias de 93% (28/30), 44% (16/36)
e 6% (1/17), respetivamente, enquanto as probabilidades de morte ou eutanasia sdo de 7%
(2/30), 56% (20/36) e 94% (16/17), respetivamente.
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Tabela 1 - Escala de classificagdo histoldgica de mastocitomas cutaneos caninos. Adaptado de Patnaik et al. (1984)

Grau

Descricao Histopatologica

Grau |

- LesBes neoplasicas restritas a derme e espacos interfoliculares.

- Mastdcitos bem diferenciados, redondos e monomdrficos, com limites citoplasmaticos distintos
e granulos intracitoplasmaticos de tamanho médio, distribuidos em fileiras ou pequenos
aglomerados, separados por fibras de colagénio maduro. Os nucleos redondos com cromatina
condensada.

- Auséncia de mitoses.

- Edema e necrose minimos.

Grau Il

- Diferenciagéo celular intermédia. Neoplasia com invaséo celular moderada a muito alta na
derme profunda, tecido subcutaneo e muscular esquelético ou outros tecidos envolventes

- Células neoplasicas redondas a ovoides, com algum pleomorfismo e raras células binucleares
- A maioria das células com citoplasma bem diferenciado, com granulos intracitoplasméticos
finos, mas alguns impercetiveis, misturados com granulos grandes e hipercromaticos.

- Ndcleos redondos com cromatina dispersa, em algumas células com nucleo duplo.

- Raras mitoses (0 a 2 por campo 6tico)

- Algumas areas de edema difuso e necrose

Grau Il

- Pouco diferenciado e de crescimento réapido, possivel ulceracéo, pruritico e presenca de nddulos
satélites/metastases.

- Sintomatologia sistémica presente (linfadenomegalia e sinais gastrointestinais)

- Altamente infiltrativo da derma profunda, tecido subcutaneo, tecido muscular e tecidos
adjacentes.

- Citoplasma indistinto, nicleo redondo com um ou mais nucléolos protuberantes. Presenca de
células gigantes e multinucleadas.

- Presenca de mitoses (3 a 6 células por campo 6tico)

- Presenca frequente de edema, hemorragia e necrose

Havendo uma subjetividade inerente ao sistema proposto por Patnaik et al. (1984), de

forma a aumentar concordancia entre patologistas, Kiupel e colaboradores (2011) apresentaram

uma nova abordagem para a classificacdo histologica dos MTCCs, simplificando-os em dois

graus: grau | (baixo) e grau Il (alto). A comparacdo com o sistema de Patnaik et al. (1984)

demonstrou que a proposta de Kiupel et al. (2011) trouxe maior consisténcia e precisdo ao

prognostico, reduzindo a subjetividade e aprimorando a previsdo de aparecimento de metastases
(Kiupel et al., 2011; Sledge, Webster & Kiupel, 2016).
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Tabela 2 - Classificacédo histolégica dos mastocitomas cutaneos caninos. Adaptado de Kiupel et al. (2011)

Grau Descricao Histologica

- Bem diferenciado.
- Esperanca média de sobrevivéncia de 2 anos.
- Observam-se menos de 7 figuras mitéticas, menos de 3 células multinucleadas, menos 3 nicleos
Graul pleomodrficos por campo ético.
(baixo) - Cariomegalia presente (didmetros nucleares de pelo menos 10% dos mastdcitos neoplésicos
variam em pelo menos 2 vezes).
- Melhor prognostico (crescimento lento, menor probabilidade de aparecimento de lesGes satélites
Ou metastases).

- Pouco diferenciado.

- Menor tempo de sobrevida (4 meses).

- Observam-se 7 ou mais figuras mitéticas, 3 ou mais células multinucleadas, 3 ou mais nicleos
pleomorficos por campo 6tico.

- Cariomegalia presente

- Evolugéo mais rapida (aparecimento de metastases ou novas massas)

- Pior progndstico

Grau |l
(alto)

A categorizagdo independente dos MTSCs em relacdo aos cutaneos é crucial, uma vez
que o prognostico estd intimamente ligado a essa distingdo. Os MTSCs, ao contrario dos
cutaneos, ndo exibem encapsulamento, a maioria apresenta caracteristicas infiltrativas, alguns
sdo bem circunscritos e muitos sdo uma combinacdo desses dois padrdes (Thompson et al.,
2011a).

Até recentemente, os MTSCs ndo eram diferenciados dos cutaneos na analise, sendo
frequentemente classificados como MTCCs de grau Il de Patnaik et al. (1984), conforme a
escala de graduacao dos MTCCs (Gross, Ihrke, Walder & Affolter, 2005; Patnaik et al., 1984).
Embora ndo haja uma escala de graduacédo especifica para os MTSCs, mais de 90% destes, sdo
benignos, e podem ser controlados por meio de excisdo cirurgica (Newman et al., 2007 &
Thompson et al., 2011a). No entanto, num estudo de Thompson et al. (2011a), 9% (27/306) dos
caes afetados por esta doenca morreram de complicacdes relacionadas com a mesma, 11%
(35/306) desenvolveram um segundo MTSC numa localizacdo distante do primeiro, 8%
(24/306) apresentaram recidiva e 4% (13/306) metastases.

1.2.3. Genética de mastocitomas caninos

Apesar dos mastocitomas serem uma das neoplasias mais comuns em cdes, a base

geneética da sua origem e desenvolvimento ndo se encontra totalmente esclarecida. De acordo
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com de Nardi e colaboradores (2022) foram encontradas mutacdes no gene c-Kit em cerca de
10-45% dos MTCCs em cées. O tipo de mutacdo mais comum € a duplicacdo interna em
tandem, essencialmente nos exdes 8 ou 11 do c-Kit, seguida por mutagdes pontuais nos exdes
8,9,11e 17 (Letard et al., 2008; London et al., 2009; Webster, Kiupel & Yuzbasiyan-Gurkan,
2006a; Zemke, Yamini & Yuzbasiyan-Gurkan, 2002). Este tipo de mutacdo envolve a
duplicacdo de uma porcao do exao, levando a uma forma alterada da proteina do c-Kit (Brocks
et al., 2021). O recetor transmembranar KIT tem um papel centrado na diferenciacdo e
proliferacdo celular. A maioria das mutagdes ja identificadas no gene c-Kit causam ativacéo
constitutiva do recetor KIT, mesmo na auséncia de seu ligante, o SCF. Além das mutaces no
exdo 8, as mutacdes no c-Kit estdo associadas ao comportamento agressivo dos MTCs, reducéo
do tempo de sobrevida e aumento da probabilidade de recidiva e morte relacionadas ao tumor
(Brocks et al., 2021; Horta et al., 2018; Takeuchi et al., 2013; Tamlin, Bottema & Peaston,
2020; Vozdova et al., 2019; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan, Miller, Kaneene & Kiupel, 2007;
Zemke et al., 2002).

Foram identificados varios genes com mutacdes, em baixa frequéncia, em MTCs
cutaneos caninos, como no GNB1 (17,3% dos MTCs) e TP53 (14,6% dos MTCs) (Mochizuki,
Thomas, Moroff & Breen, 2017a; Vozdova et al., 2019; Zorzan, Hanssens, Giantin, Dacasto &
Dubreuil, 2015). O TP53 € um gene supressor de tumor que se encontra frequentemente mutado
em varios tumores humanos e animais, embora as mutac@es deste gene ndo tenham mostrado
marcadores progndstico confiaveis em MTCs caninos (Vozdova et al., 2019; Vozdova et al.,
2020b). O gene GNBL1 codifica uma subunidade de proteina de ligacdo ao nucleétido guanina.
Em cées, foram identificadas mutagfes no gene GNB1 em MTCs cutaneos e subcutaneos, com
uma correlagdo positiva com um progndstico favoravel (Mochizuki et al., 2017a; Vozdova et
al., 2019; Vozdova et al., 2020a).

Relativamente as anomalias cromossOmicas, através de técnicas citogenéticas de
hibridacdo genomica comparativa por microarranjos (Array CGH, do inglés “Array
Comparative Genomic Hybridization”) e de hibridacdo fluorescente in situ, foram detetadas
variagfes no nimero de cOpias em VArios cromossomas e translocagbes cromossomicas em
MTCs caninos. Especificamente, a perda do cromossoma 5, o ganho do cromossoma 31 e 0
ganho ou perda parcial do cromossoma 20 foram associados a MTCs com comportamentos

agressivos (Mochizuki et al., 2017a).
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Assim sendo, mutacGes no gene c-Kit, com excecdo das mutacdes no exao 8,
aneuploidias multiplas, poliploidias, acumulacdo de mutacdes e variantes de nimero de copias
cromossémicas e subcromossomicas estéo relacionadas a MTCs agressivos, de alto grau e a um
mau progndstico. No entanto, sdo necessarias investigacdes adicionais para esclarecer a
etiologia dos MTCs e encontrar novos marcadores prognadsticos confiaveis e alvos terapéuticos
(de Nardi et al., 2022).

1.2.4. O gene c-Kit

O oncogene v-Kit foi identificado em 1986, no genoma viral do virus do sarcoma felino
Hardy-Zuckerman 4 (HZ4-FeSV, do inglés “Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma virus”), que
causa fibrossarcomas em gatos (Besmer et al., 1986). Um ano mais tarde, foi identificado o c-
Kit, com base em semelhancas de sequéncias (Yarden et al., 1987). O gene c-Kit codifica a
proteina KIT (também denominada, CD117) que é um recetor transmembranar tirosina-
quinase. Este, quando ativado pelo SCF, promove o crescimento de mastocitos. Este recetor,
codificado pelo proto-oncogene c-Kit, desempenha um papel importante ndo sé na
sobrevivéncia, desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacdo e migracdo dos mastocitos
(Amagai et al., 2014; Costa Casagrande et al., 2015; de Nardi et al., 2022; Giantin et al., 2012;
Kiupel, Webster, Kaneene, Miller, & Yuzbasiyan-Gurkan, 2004; Kiupel, 2017; Sailasuta et al.,
2014), como no desenvolvimento, proliferacdo e funcdo de melandcitos, células intersticiais de
Cajal e células estaminais hematopoiéticas (Lennartsson, Jelacic, Linnekin & Shivakrupa,
2005).

A estrutura da proteina KIT, representada na figura 1, inclui uma regido extracelular,
codificada pelos exdes 1-9, que contém cinco dominios semelhantes a imunoglobulinas e um
dominio transmembranar, codificado pelo exdo 10. A regido intracelular, contém um dominio
justamembranar, codificado pelo exdo 11, envolvido na inibicdo autbnoma da atividade do
recetor, dois dominios de tirosina-quinase (dominios ATP e fosfotransferase), separados por
uma inser¢do de quinase, e uma porcdo terminal do grupo carboxilo, designada de cauda

Carboxiterminal (Lennartsson et al., 2005; Takeuchi et al., 2013).
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Regido extracelular

Y
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Figura 1 - Estrutura da proteina KIT codificada pelo gene c-Kit. Numeragdo 1-21: exdes que codificam os dominios da
proteina; 1g1-5: dominios semelhantes a imunoglobulina; DT: dominio transmembranar; DJ: dominio justamembranar; TQ-1
e TQ-2: dominios tirosina-quinase; 1Q: insercdo de quinase; Cauda Carboxiterminal: extremidade onde se encontra 0 grupo
carboxilo (COOH). (Adaptado de Lennartsson et al., 2005 & Tamlin et al., 2019)

A ativacdo da proteina KIT pelo SCF provoca a dimerizacdo do recetor, que €

estabilizada por interagdes entre o dominio semelhante as imunoglobulinas (1g1-5) com o SCF.

Este, ao unir dois mondmeros KIT, permite que a fosforilacdo ocorra, desencadeando distintas

vias de sinalizacdo intracelular, promovendo o desenvolvimento de mastocitos, sobrevivéncia,

proliferacéo, funcéo secretora e quimiotaxia (Figura 2) (Lennartsson et al., 2005; Lennartsson

& Ronnstrand, 2012; Letard et al., 2008).

|

I

|

|

Figura 2 - Representagdo esquematica da ativacéo do c-Kit induzida pelo SCF. 1- ligacdo do
SCF a proteina KIT; 2- dimerizagdo do recetor KIT; 3- fosforilagdo do recetor KIT. (Adaptado

de Lennartsson & Rénnstrand, 2012)
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1.2.5. Mutagdes no gene c-Kit canino

As mutacbes que ocorrem nos dominios semelhantes a imunoglobulina, codificados
pelos exdes 8 e 9 e no dominio justamembranar sdo designadas de mutagdes do tipo regulatorio,
enquanto que as mutacGes a nivel dos exdes 13-21, que codificam os dominios intracelulares

da quinase, designam-se de mutacdes do tipo bolsa enzimatica (Longley, Reguera & Ma, 2001).

Quando o SCF se liga ao recetor KIT, o dominio citoplasmatico do recetor sofre
autofosforilacdo. Na presenca de mutagdes do tipo duplicagdes internas em tandem (ITD, do
inglés “Internal Tandem Duplications™) no exao 11, o recetor ¢ fosforilado, independentemente
de o0 SCF estar, ou ndo, ligado ao recetor (de Nardi et al., 2022). O KIT fosforilado ativa as vias
de sinalizacdo que estimulam o crescimento dos mastdcitos neoplasicos. Assim, segundo
London e colaboradores (1999) esta mutacéo, estando presente, é diretamente responsavel pela
proliferacdo descontrolada do tumor que, neste caso, apresenta pior prognostico (Webster et al.,
2007).

Cerca de 8-29% dos MTCs caninos possuem mutacao do tipo regulatério nos exdes 8,
9 e 11 (Horta et al., 2018; Mochizuki et al., 2017a). Entre 60 a 74% dessas muta¢des sdo ITDs
do exdo 11, que se encontram em 18% dos tumores (Horta et al., 2018; Mochizuki et al., 2017a).
A frequéncia da mutagdo no gene c-Kit é maior em graus histoldgicos tumorais mais elevados
e 0s ITDs do exdo 11 estdo associados a tempos de sobrevida reduzidos e ao aumento da
probabilidade de recorréncia do tumor e metastases (Horta et al., 2018; Tamlin et al., 2017).
Embora menos frequentes, ITDs no exdo 8, bem como insercdes, delecdes e substituicdes de
nucleotidos nos exdes 8, 9, 11, 14 e 17 também se encontram documentados (Mochizuki et al.,
2017a; Takeuchi et al., 2013; Webster, Kiupel & Yuzbasiyan-Gurkan, 2006a).

Chen et al. (2022), desenvolveram um estudo com o objetivo de determinar a
prevaléncia de mutagdes nos exdes 8 e 11 do gene c-Kit em 216 MTSCs caninos e analisar a
sua relagdo com outros fatores de progndstico, incluindo contagem mit6tica, grau histoldgico,
padrdo de expressdo de KIT e marcadores de proliferagéo. A presenca de mutagdes no exdo 11
foi associada ao alto grau histoldgico e a alta contagem mitética, indicando que estes parametros
podem ajudar a prever o comportamento biolégico de MTSCs, de forma semelhante aos
cutaneos. Este estudo revelou uma maior prevaléncia de mutacGes ITD nos exfes 8 e 11 do c-
Kit em MTSCs, em comparacdo com descrices anteriores. A semelhanca dos MTCCs, foi
observado que os MTSCs com mutagdes no exdo 11 tém uma maior propensao a apresentarem

alto grau histologico e uma contagem mitotica mais alta. No entanto, tais associagdes ndo foram
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identificadas em MTSCs com mutacGes no exdo 8 (Chen, Marconato, Sabattini & Kiupel,
2022).

Assim sendo, a expressdo alterada de KIT e as mutagfes em c-Kit demonstram ser
indicadores de progndstico para mastocitomas cutaneos caninos (Takeuchi et al., 2013; Webster
et al., 2007). Para além disso, os MTCs que apresentam mutacfes de c-Kit ou alteracdes na
expressdo de KIT, sdo potenciais candidatos para terapéutica direcionada com inibidores de

tirosina quinase (Sledge et al., 2016).

1.3. Incidéncia e Epidemiologia

1.3.1. Incidéncia

Segundo Dobson et al. (2002) e Hauck (2013), o mastocitoma (MTC) € a segunda
neoplasia maligna mais frequentemente diagnosticada em cées, representando 16-21% de todas
as neoplasias cutdneas caninas. No entanto, a sua apresentacdo clinica é heterogénia, tendo um
comportamento bioldgico com potencial variavel para recorréncia e criacdo de metéstases
(London & Thamm, 2020; O’Connell & Thomson, 2013).

1.3.2. Raca

Existem ragcas com maior incidéncia de mastocitomas, mas estes podem surgir em
qualquer raga ou cruzamento de racas. Esta descrita uma maior predisposicéao racial em Boxer,
Labrador Retriever, Golden Retriever, Bull Terrier, Shar-Pei, Cocker Spainel, Bulldog Inglés,
Bulldog Francés, Schnauzer, Weimaraner, Pug e Beagle (Morris & Dobson, 2008; Shoop et al.,
2015). Embora exista uma predisposicao racial, foi registada uma elevada ocorréncia de MTCs
em animais sem raca definida (SRD) (Warland & Dobson, 2013).

1.3.3. Sexo

No que diz respeito a predisposicdo sexual, apesar dos varios estudos realizados,
nenhum deles conseguiu estabelecer uma relacéo entre sexo do animal e a predisposi¢édo para o
desenvolvimento desta doenca (Couto, 2019; Patnaik et al., 1984). Ao comparar os resultados

obtidos em outros estudos, que foram realizados posteriormente, verificam-se discrepancias, e,
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portanto, até ao presente momento, ndo foi estabelecida nenhuma predisposicao sexual, sendo
necessarios mais estudos para melhor compreensao da possivel relacdo que as hormonas sexuais
possam ter com o desenvolvimento de MTCs (Kiupel, 2017; Smiech et al., 2018; White,
Hohenhaus, Kelsey & Procter-Gray, 2011).

1.3.4. Idade

No que diz respeito a faixa etaria, os MTCs podem surgir em qualquer idade, mas
existe uma predisposicdo para o seu desenvolvimento em cdes seniores a idosos (Kiupel &
Camus, 2019; Smiech et al., 2018).

1.4. Apresentacéo clinica e sindromes paraneoplasicas

Para além da formacéo de tumores, é possivel observar sinais clinicos secundarios em
cerca de metade dos cées afetados por mastocitomas (Welle, Bley, Howard & Riifenacht, 2008).
Estes incluem sinais resultantes da desgranulacdo de mastocitos e da consequente libertacao de
constituintes bioativos, tais como histamina, heparina, fatores quimiotaticos de eosinéfilos e

enzimas proteoliticas (Mullins et al., 2006; Welle et al., 2008).

A nivel local, os sinais sdo, na sua maioria, causados pela estimulacdo dos recetores
de histamina H1 e podem ocorrer espontaneamente ou ser despoletados ou exacerbados apds
manipulacdo, por exemplo, durante o exame fisico. Os sinais mais comuns, localmente, sdo
alteracdes intermitentes das dimensdes do tumor, efeitos da desgranulacdo resultante da
palpacdo, e observacdo de eritema, edema e formacdo de papulas na éarea afetada, numa
manifestacdo designada de sinal de Darier. Adicionalmente, deve-se considerar a possibilidade
de atraso na cicatrizacdo de feridas e anomalias na coagulacdo, resultantes da libertacdo de
heparina, que pode ser desencadeada durante a realizacdo de exames complementares de
diagnostico, como por exemplo, puncgéo aspirativa por agulha fina (PAAF) ou biopsia e, ate,
durante a excisdo do MTC (Blackwood et al., 2012).

Também podem ocorrer sinais a nivel sisttmico, que s&o, essencialmente,
gastrointestinais, como ulceracdo, comprometendo principalmente o estdmago e, menos
frequente, o duodeno, sendo estas lesdes geralmente superficiais e maltiplas, embora, em alguns

casos, possam ocorrer ulceragdes mais graves. A sua manifestacdo é evidenciada pelo aumento
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dos niveis sanguineos de histamina que estimulam os recetores H2 nas celulas parietais, levando
a uma producao excessiva de acido gastrico e hipermotilidade gastrica (Blackwood et al., 2012;
Welle et al., 2008). Além disso, a histamina provoca danos no endotélio vascular das arteriolas
e venulas e liberta fibrinolisina, levando a trombose intravascular e necrose isquémica da
mucosa do estbmago. Por outro lado, a heparina tende a bloguear os efeitos da histamina, mas
estd presente em baixas concentracdes (Blackwood et al., 2012; Welle et al., 2008). Nesses
casos, podem surgir manifestacbes clinicas como voOmitos, hematémese, anorexia,
hematoquezia, melena, dor abdominal, anemia por defice de ferro secundaria a hemorragia
gastrointestinal causada pelas ulceras e, nos casos mais graves, perfuracdo intestinal ou Ulceras

perfurantes, podendo ocorrer peritonite e sépsis (Blackwood et al., 2012; Welle et al., 2008).

Embora menos frequente, podera ocorrer hipotensdo e colapso circulatorio
(Blackwood et al., 2012; Welle et al., 2008). Este ultimo sinal clinico, embora raro, pode
ocorrer na presenca de libertacdo macica de histamina pelas células neoplasicas,
particularmente em animais com doenca extensa. A presenca de uma elevada eosinofilia é
descrita como uma sindrome paraneoplasica associada a MTC em casos de doenca cutanea e
visceral. A sua manifestacao estd associada a libertacdo de fatores quimiotaticos eosinofilicos
(Endicott et al., 2007; Musser, Berger, Flaherty, Fox & Johannes, 2018; Takahashi et al., 2000).

1.5. Diagnéstico

Assim como todas as circunstancias clinicas, a realizacao de um exame fisico completo
é de extrema relevancia, devendo incluir a pesquisa de outros nodulos ou lesGes, palpacdo de
linfonodos e palpacdo abdominal, de forma a identificar possiveis linfadenomegalias e/ou
organomegalias. Posteriormente, aquando da suspeita de mastocitoma, a primeira abordagem
diagnostica consiste na pun¢do do nddulo para andlise citoldgica, por PAAF. Para confirmacéo,
ou em casos onde os resultados para um diagnéstico ndo sejam obtidos por citologia, podera

ser realizada biopsia para avaliagédo histopatologica (Blackwood et al., 2012).

O recurso a exames complementares de imagiologia €, também, uma op¢do. Apesar
de haver uma elevada presenga de mastdcitos nos pulmdes, e sendo este um local habitual de
metastizacao de outras neoplasias, a metastizacdo de MTCs para este 6rgao é muito rara, pelo
que as radiografias ao térax séo de baixo valor diagnostico (North & Banks, 2009). Porém,

podem-se detetar algumas alteragcdes como derrame pleural, linfadenomegalia esternal ou peri-
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hilar e a presenca de massas mediastinicas, apesar de serem raras. A avaliacdo radiografica
abdominal € importante, pois permite avaliar o envolvimento do figado e do baco, assim como,
outras estruturas (North & Banks, 2009). A ecografia abdominal tem elevado valor diagnostico
na avaliacdo do envolvimento do figado e do bago. No entanto, a aparéncia ecogréfica do bago
com MTC, por exemplo, pode ser hiperecogénica, hipoecogénica ou normal, pelo que a
ecografia deve ser acompanhada de PAAF ou bidpsia ecoguiada, de forma a obter um

diagnostico conclusivo (O"Brien & Barr, 2009).

Assim sendo, a avaliacdo diagnostica em cdes suspeitos de MTC pretende atingir
multiplos objetivos, incluindo o diagnéstico definitivo através de exames citoldgicos,
histopatoldgicos e imuno-histoquimicos, a determinagdo do estadiamento clinico completo, a
identificacdo e registo de sinais clinicos referentes a sindromes paraneoplésicas e a avaliacdo
de fatores prognostico relacionados com a doenca (Blackwood et al., 2012; de Nardi et al.,
2022; Welle et al., 2008).

1.6. Tratamento

Em mastocitomas, as opc¢des de tratamento devem ter em consideracdo as
caracteristicas clinicas, o tamanho do tumor, localizacdo, grau histoldgico, estadiamento clinico
e a evidéncia de metéastases (Blackwood et al., 2012). Ha varias alternativas, no tratamento de
MTCs, que podem incluir terapéutica farmacoldgica sistémica, cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou abordagem terapéutica que combina essas diferentes modalidades
(Blackwood et al., 2012).

Perante tumores de pequenas dimensdes e de baixo grau, geralmente, é possivel a sua
remocao por excisdo cirdrgica na maioria dos locais anatomicos, sem haver necessidade de
recorrer a tratamento adicional. Estes apresentam baixa probabilidade de metastizar,
independentemente das margens histoldgicas livres de tumor (Donnelly et al., 2015; Mullins et
al., 2006). Contrariamente, em tumores com de maiores dimensdes e de grau intermédio, existe
um risco significativo de recorréncia e metastases de tumores de alto grau, apds a excisdo

cirurgica, assim, é recomendada terapéutica adicional para estes doentes (Donnelly et al., 2015).

31



1.6.1. Terapéutica com inibidores da tirosina quinase

Os recetores tirosina-quinase, estdo envolvidos nos mecanismos de proliferacao,
diferenciacdo, migracdo, angiogénese e ativacdo celular (Thamm, 2013). Alguns estudos
sugerem que esses recetores desempenham papel fundamental no processo de transformacao
neoplasica (Olsen, Thomson, O’Connell & Wyatt, 2018). Desta forma, o recetor KIT, quando
ativado, torna-se um alvo terapéutico promissor para o tratamento dos MTCs caninos (Halsey
et al., 2017). Para inibir esses recetores, a principal estratégia desenvolvida na Medicina
Veterinéria, foi o uso dos inibidores de tirosina quinase (TKI, do inglés “Tyrosine Kinase
Inhibitors™), que tém sido desenvolvidos para o tratamento de MTCs recorrentes ou ndo
excisaveis. Estes tém demostrado eficacia clinica, particularmente em tumores que apresentam
mutacdes no c-Kit. (Halsey et al., 2017; Moirano, Lima, Hume & Brodsky, 2018). Estes
inibidores sdo capazes de bloquear a atividade dos recetores atraves da inibi¢cdo competitiva da
ligacdo do ATP e consequente fosforilacdo, impedindo a ativagao causada por mutacdes do tipo
regulatério e, assim, impedindo o inicio das cascatas de sinalizacdo a jusante, 0 que leva a
reducdo da proliferacdo e migracdo celular e estimula a apoptose dos mastdcitos neoplasicos
(Blackwood et al., 2012; Gil da Costa, 2015; Kiupel, 2017; London, 2009).

Foram aprovados, pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, do inglés
“European Medicines Agency”), dois TKI para o tratamento de MTCs caninos. Os TKIs em
questdo sio o fosfato de toceranib (Palladia®) e o masitinib (Masivet®), ambos direcionados ao
recetor KIT (Dubreuil et al., 2009). Ambos 0s medicamentos mostraram eficacia em ensaios
clinicos (Hahn et al., 2010; London et al., 2009), sendo o Palladia® indicado para tratamento
de MTCs caninos de grau Il ou Il de Patnaik ndo excisaveis e recorrentes (EMA, 2017). O
Masivet® ¢ indicado para MTCs de grau Il ou Il de Patnaik ndo excisaveis, com confirmagio
de mutacdo no gene c-Kit (EMA, 2013).

Tanto o toceranib quanto o masitinib tém como alvo o recetor KIT. O toceranib
também inibe o recetor 2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR2, do inglés
“Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2”) e o recetor do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGFR, do inglés “Platelet-derived growth factor receptors’), ambos envolvidos
na angiogenese tumoral e metastizacdo (London et al., 2009), enquanto que o masitinib tambem
tem como alvo o PDGFR, a quinase especifica de linfocitos (Lck, do inglés “Lymphocyte-

specific protein tyrosine kinase”), o recetor 3 do fator de crescimento de fibroblastos (fGFR3,
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do inglés “fibroblast growth factor receptor 3”) e a quinase de adesdo focal (FAK, do inglés
“Focal Adhesion Kinase”) (Dubreuil et al., 2009).

Embora os TKI proporcionem, regra geral, excelentes resultados iniciais,
frequentemente, desenvolvem-se resisténcia durante o tratamento a longo prazo (London,
2013). Halsey e colaboradores (2014) forneceram recentemente dados adicionais, descrevendo
que linhas celulares MTC resistentes ao toceranib desenvolvem mutagdes secundarias no c-Kit
que afetam os dominios justamembranares e tirosina-quinase e também regulam positivamente

a expressdo do gene c-Kit, mas ndo expressam a glicoproteina P associada a quimiorresisténcia.

Alteracdes na estrutura da proteina KIT, resultante de mutagdes na regido intracelular,
levam a diminuicdo da afinidade dos TKIs ao local de ligacdo. Os mastocitos neoplésicos que
contém esse tipo de mutacdo, sdo resistentes a maioria das terapéuticas com TKI. Assim, a
localizagcdo das mutacdes do c-Kit influenciam se o tumor sera responsivo ou resistente ao

tratamento com TKI (Nakano, Kobayashi, Bonkobara & Takanosu, 2017).

1.7. Estadiamento

Apbs o diagndstico inicial de mastocitoma, € necessario realizar exames
complementares de diagnostico adicionais, de modo a avaliar o estado geral do animal, a
presenca de sindromes paraneoplésicos e a presenca de metastases (Blackwood et al., 2012).

O estadiamento é uma etapa fundamental, sendo que deve ser sempre realizado com o
objetivo de definir a extensdo da doenca, que influencia diretamente na tomada de decisdo
terapéutica e no progndstico (London & Thamm, 2020).

O estadiamento dos MTCs em cées pode ser realizado de forma simples ou mais
completa, dependendo da localizacdo e fatores de progndstico. O estadiamento simples inclui
hemograma, painel bioguimico e analises citolégicas dos linfonodos regionais, mesmo que nao
apresentem alteracdes palpéveis ao exame fisico (London & Thamm, 2020; Warland, Amores-
Fuster, Newbury, Brearley & Dobson, 2014). A presenca fisioldgica de mastdcitos e o seu
aumento em processos inflamatérios, que podem néo estar relacionado com a neoplasia, podem
dificultar a avaliacdo citoldgica (Krick, Billings, Shofer, Watanabe & Sorenmo, 2009). Em
casos dificeis de excisdo ou com fatores de mau progndstico, é recomendado realizar um

estadiamento mais abrangente, envolvendo ecografia abdominal e analises citoldgicas (PAAFsS)
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de figado e baco (Book et al., 2011; Stefanello et al., 2009). Para avaliar a existéncia de
metastases pulmonares, embora sejam raras, e para investigar a presenca de doencas
concomitantes, além de possiveis sinais de linfanenomegalia nos linfonodos da cavidade
torécica, é sugerida a realizacdo de radiografias toracicas (Blackwood et al., 2012 & Warland
et al., 2014). Citologias de medula dssea sdo realizadas em casos de alto risco, especialmente
em MTCs de alto grau, para detecdo de metastases (Aubry, Spangler, Schleis & Smith, 2014).
Ecografia e tomografia podem ser realizadas para avaliar a extensdo dos MTCs e guiar 0

planeamento cirdrgico, caso se for necessario.

Diversos sistemas de estadiamento clinico para MTCs caninos foram propostos. A
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) propds um sistema de estadiamento clinico (Tabela 3)
para MTC caninos, que classifica cdes com presenca de metastases ganglionares como estadio
Il e cdes com presenca de maltiplos tumores como o estadio 111, mesmo com linfonodos livres
de metéastases. Esta classificacdo € questionada por diversos estudos, principalmente em termos
de MTCs de grau 3 (Murphy, Sparkes, Blunden, Brearley & Smith, 2006).

Tabela 3 - Sistema proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de estadiamento clinico para mastocitomas.
Adaptado de: London & Thamm, 2020.

Estadio Descricdo

Um tumor parcialmente removido da derme, identificado histologicamente, sem
envolvimento de linfonodos regionais.

a) Sem sinais sistémicos

b) Com sinais sistémicos

Um tumor (nico, confinado a derme, sem envolvimento de linfonodos regionais
| a) Sem sinais sistémicos
b) Com sinais sistémicos

Um tumor Gnico, confinado a derme, com envolvimento de linfonodos regionais
1 a) Sem sinais sistémicos
b) Com sinais sistémicos

Tumores dérmicos multiplos, tumores infiltrativos de grades dimensdes, com ou sem
envolvimento de linfonodos regionais

a) Sem sinais sistémicos

b) Com sinais sistémicos

Qualquer tumor com metastase a distancia, incluindo envolvimento do sangue ou da
medula dssea
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Um sistema adicional de estadiamento para MTCs foi proposto durante a Conferéncia
Veterinaria do Sul da Europa (SEVC), em Barcelona, em 2008. Nesse sistema, qualquer
paciente com doenca metastatica ganglionar, independentemente do nimero e tamanho das
formacoes, é classificado, como estadio IV (Tabela 4) (de Nardi et al., 2022).

Tabela 4 - Sistema de Estadiamento Clinico para Mastocitomas Cutaneos Caninos proposto pela SEVC. Adaptado de de
Nardi et al. (2022)

Estadio Tumor Linfonodo Metéastase

| Nédulo Unico, < 3 cm, bem circunscrito. - -

Mais 1 nédulo, < 3 cm, distancia intralesional > 10 cm, bem
circunscrito.

1 ou mais nédulos, > 3 cm, distancia intralesional < 10 cm,
mal circunscrito ou ulcerado.

v Qualquer tipo de lesdo. + )

\V Qualquer tipo de leséo. +0U - +

I-V: nivel de estadio, cm: centimetros, (<): menor, (>): maior, (+): positivo, (-): negativo

Horta et al. (2018) propuseram uma melhoria no sistema de estadiamento ja
estabelecido pela OMS, permitindo a classificacdo de cdes com MTCs, com base no risco de
recidiva e desenvolvimento de metéstases. O estudo demonstrou que doentes com multiplas
lesBes sem envolvimento de linfonodos regionais geralmente tém melhor prognéstico em
comparacdo com aqueles com uma Unica lesdo, mas com comprometimento linfonodal. Desta
forma, no novo sistema de estadiamento proposto, a presenca de metastase em um linfonodo
regional classificaria o paciente como estadio I11. O estadio IV seria caracterizado pela presenca
de formac0es extensas e infiltrativas ou multiplas formagGes com comprometimento linfonodal,

enguanto o estadio V na presenca de metastases a distancia (Tabela 5).
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Tabela 5 - Sistema de Estadiamento Clinico para Mastocitomas Cutaneos Caninos proposto por Horta et al. (2018).
Adaptado do Sistema da Organizagdo Mundial da Satide (OMS)

Estadio Descricéo

| Tumor Gnico, sem linfonodos regionais envolvidos

1 Tumores multiplos (> 3), sem envolvimento de linfonodos regionais

i Unico tumor, com envolvimento dos linfonodos regionais

Tumores de grandes dimensdes e infiltrativos, sem delimitagdo, ou tumores multiplos
(= 3), com envolvimento dos linfonodos regionais

Qualquer tumor com metastase a distancia, incluindo invasdo da medula 6ssea e

V L e
presenca de mastécitos no sangue periférico.

(>): maior ou igual

Dada a complexidade na implementacdo préatica dos atuais sistemas de estadiamento
propostos e considerando a variabilidade no comportamento biologico variavel da doenca,
ainda ndo é possivel padronizar um sistema Unico para MTCs da pele em cées. Curiosamente,
outras caracteristicas, como a raga e localizagdo do tumor, sdo fatores de prognésticos
negativos, bem estabelecidos na literatura e que ainda ndo séo considerados nos atuais sistemas
de estadiamento (Horta et al., 2018; Stefanello et al., 2015). Assim, torna-se necessario, novos
estudos para validar o estadiamento ja proposto ou mesmo propor novas adaptacdes (de Nardi
etal., 2022).

1.8. Prognostico

A previsdo de progndstico para MTCs caninos é notavelmente variavel, podendo ser
influenciada por uma série de fatores, pois 0o comportamento biolégico ou resposta ao
tratamento em cées afetados por MTCs, ndo podem ser previstos com base exclusivamente num
unico fator. Por essa razdo, é fundamental considerar o maior conjunto possivel de parametros
(Blackwood et al., 2012; London & Thamm, 2020).

1.8.1. Fatores de Progndstico

Em cdes de faixa etaria geriatrica, observa-se um aumento na incidéncia de tumores
de alto grau histologico e uma reducdo no periodo livre de doenca, estando normalmente
associados a pior prognostico (Mochizuki, Motsinger-Reif, Bettini, Moroff & Breen, 2017b).

36



Estudos recentes também procuraram correlacionar a predisposic¢do da raca ao comportamento
bioldgico de MTCs e sugeriram que cdes de raca Pug e Boxer sdo mais propensos a tumores
com comportamento menos agressivo, acrescentando que os Pugs tém uma predisposic¢ao para
desenvolver maltiplos MTCCs. No enquanto, os Shar-Pei tendem a desenvolver tumores mais
agressivos, associados a pior prognéstico e numa idade mais juvenil (Mochizuki et al., 2017b
& Smiech et al., 2018).

Na avaliacdo do comportamento com base na localizagéo, estudos sugerem que MTCs
na cavidade oral, leito ungueal e regides inguinal, perineal e prepucial tendem a ser mais
agressivo e tém maior probabilidade de metastizar nos linfonodos (Elliott et al., 2016; Turrel,
Kitchell, Miller & Théon, 1988). A localizacdo no escroto e no plano nasal est4 associada a
uma maior propensdo para graus mais elevados e ocorréncia precoce de metastases (Horta et
al., 2018 & Smiech et al., 2018). No que diz respeito aos MTSCs, estes sdo localizados no
tecido adiposo subcutaneo e exibem um comportamento bioldgico distinto dos MTCCs e tém
um prognostico mais favoravel (Newman et al., 2007 & Thompson et al., 2011b). E
fundamental considerar também a forma visceral, caracterizada pela infiltragdo nos linfonodos
abdominais, figado e baco, indicando envolvimento sistémico na medula 6ssea. No entanto,
estas apresentacdes sdo consideradas incomuns em cées (de Nardi et al., 2022). Habitualmente
MTCs viscerais ou no trato gastrointestinal tém um prognostico muito reservado (Ozaki,
Yamagami, Nomura & Narama, 2002; Takahashi et al., 2000).

Os sinais clinicos que sugerem um comportamento agressivo de um MTC, e
consequentemente, um pior prognostico incluem crescimento rapido, inflamacédo ou irritacao
local, infiltracdo local ou pouca demarcacdo em relacdo aos tecidos adjacentes, ulceracéo,
nodulos satélites, linfonodos regionais aumentados e sintomatologia paraneoplasica, tais como
anorexia, vémitos, melena, eritema disseminado, edema ou ulceracdo gastrointestinal. Esses
sinais estdo, frequentemente, relacionados com as formas viscerais de MTCs (Mullins et al.,
2006), indicam a presenca de tumores de grau histologico intermédio ou alto, indicando um
pior prognostico. ComplicagcBes relacionadas & hiperhistaminémia, como Ulceras
gastrointestinais e choque anafilatico, podem ser fatais (Mullins et al., 2006). A presenca de
lesbes multiplas, eritema, prurido local, ulceracdo tumoral e presenca de sinais clinicos
sistemicos, sdo outros fatores também associados a pior prognostico (Thamm, Weishaar,
Charles & Ehrhart, 2020).
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Segundo Mullins et al. (2006), MTCs que manifestam um rapido crescimento
(superior a 1cm?® por semana) e excedem 3cm de didmetro tumoral estfo associados a um pior
prognostico, com tempo médio de sobrevida reduzido e uma taxa de recidiva elevada. Por outro
lado, a presenca de MTCs que permanecem localizados e se mantém por longos periodos de
tempo, que podem ser de meses ou anos, sem alteracdes significativas, sdo por norma de
natureza benigna. Aqueles que persistem por mais de 7 meses apresentam um progndstico mais
favoravel (Welle et al., 2008).

O grau histologico é o fator de prognostico mais consistente e confiavel, desempenha
um papel crucial na previsao do comportamento bioldgico das neoplasias, especialmente nos
mastocitomas (London & Thamm, 2020; Patnaik et al., 1984; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan,
Thamm, Hamilton & Kiupel, 2008). Embora alguns estudos tenham encontrado uma associacdo
entre a classificacdo de Kiupel com maior valor prognostico (Jaffe et al., 2000; Stockham, Basel
& Schmidt, 1986), ainda é recomendado o uso de ambos os sistemas de classificacdo (Cruz et
al., 2020). Apesar da associacao entre as duas classificagdes histoldgicas, uma percentagem de
MTCs ainda apresenta comportamento bioldgico imprevisivel, independentemente da
graduacdo (Horta et al., 2018; Thamm et al., 2020). Stefanello et al. (2015), destacaram a
importancia de avaliar o grau histolégico em conjunto com outros fatores clinicos de
prognostico relevantes, como as dimensdes do tumor, localizagdo anatomica e presenca de
metastases. Segundo estes autores, € essencial que qualquer sistema de graduacgdo histolégica

seja acompanhado por estadiamento clinico e avalia¢do progndstica adicional.

Os principais locais de metastizacdo dos MTCs incluem linfonodos, figado, baco e
medula déssea, sendo os linfonodos regionais geralmente os primeiros a serem afetados
(Warland et al., 2014). A detecdo de metastases nos linfonodos esta associada a um prognostico
reservado, no entanto, com um tratamento adequando, é possivel observar melhorias
significativas e, em alguns casos, alcangar tempos de sobrevida semelhantes aos de cdes sem
metastases (Dobson, Cohen & Gould, 2004; Hume et al., 2011; Mendez et al., 2020). Foi
proposto por um estudo um sistema de classificacao histologica para metastases nos linfonodos,
com o intuito de padronizar a classificagdo da metastizacdo nos linfonodos (Weishaar, Thamm,
Worley & Kamstock, 2014). Linfonodos com mastdcitos raros ou ausentes sdo interpretados
como ndo metastaticos (HNO), com mais de trés mastocitos individualizados sdo considerados
linfonodos pré-metastaticos (HN1), no caso de conterem aglomerados de mastécitos séo

chamados de linfonodos com metéstases precoces (HN2) e por ultimo, quando os linfonodos
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apresentam alteracdes na sua arquitetura por mastocitos em focos, camadas ou massas evidentes
interpreta-se como metastases evidentes (HN3). Foi verificado também por Weishaar e
colaboradores (2014) que classificacbes mais elevadas de metastizacdo (HN2 e HN3) estdo

associadas a um progndstico mais reservado.

Também se associa a prognostico reservado, quando ha recidiva local pds excisao
cirdrgica. Por esse motivo, é essencial estabelecer um plano de tratamento adequando durante

da primeira apresentacdo, de modo a evitar recidiva (Horta et al., 2018; Mullins et al., 2006).

1.8.2. Outros fatores de progndstico - Marcadores de Proliferacdo Celular

Parametros de prognéstico como a localizagdo, o tamanho e a aparéncia da neoplasia,
bem como sua avaliacdo histologica, podem nédo fornecer informagdes suficientes para prever
0 comportamento biolégico de um MTC ou a sua resposta a um tratamento especifico. Dessa
forma, a investigacdo de marcadores especificos de proliferacdo tem sido realizada para
alcancar um progndstico mais preciso (Vascellari et al., 2013). A proliferacao celular € um
reflexo do nimero de células no ciclo celular (fracdo de crescimento) e da taxa a qual as células
progridem ao longo do ciclo celular (taxa de proliferacdo) (Sledge et al., 2016). A avaliacdo da
proliferacdo celular é condicionada pelo niumero de células em mitose e pela velocidade de
progressao do ciclo celular, sendo possivel avalia-la por meio de marcadores desses parametros.
No caso de MTCs de grau intermédio, esses marcadores desempenham um papel crucial para

obter um progndéstico mais preciso (Berlato et al., 2015; Webster et al., 2007).

O indice mitético (IM) traduz-se pelo nUmero de mitoses observadas por 10 campos
oticos, numa ampliacdo de 400x (Blackwood et al., 2012). Este fator de progndstico é o
marcador mais explorado sendo até um dado acrescido ao relatério histopatologico de muitos
laboratdrios; no entanto ndo reflete a fracdo do crescimento total (Blackwood et al., 2012;
Sledge et al., 2016). Como indice de fase, as mitoses apenas diferenciam as células na fase M
do ciclo celular. A avaliacdo independente da contagem mitdtica pode levar a sobrestimacao ou
subestimacéo da fragéo total de crescimento (Sledge et al., 2016). Apesar de néo refletir a fracdo
em crescimento total, o IM é de valor inquestionavel no que toca ao prognostico, especialmente
por ndo necessitar de nenhuma metodologia adicional para ser avaliado além do exame das
laminas coradas com hematoxilina e eosina. Os limites «cut-offs» progndsticos para a contagem

mitotica variam entre estudos, no entanto, um IM elevado tem sido consistentemente sugerido
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como um indicador de prognostico reservado (Kiupel et al., 2011; Romansik, Reilly, Kass,
Moore & London, 2007)

Um indice de fracéo de crescimento, como a proteina nuclear Ki-67, identifica células
que estdo em todas as fases do ciclo celular (Vascellari et al., 2013; Webster et al., 2007), exceto
na fase de repouso (G0), mas ndo sugere a taxa na qual as células estdo progredindo ao longo
do ciclo celular (Sledge et al., 2016). A expressao desta proteina esta diretamente associada a
capacidade proliferativa da neoplasia, podendo servir como fator de progndstico
independentemente do grau histoldgico. Desta forma, a identificacdo da presenca de Ki-67 no
nucleo é um indicador de proliferacdo celular (Webster et al., 2007). Ndo ha um valor de
referéncia definido para a expresséo de Ki-67; no entanto, diversos estudos evidenciam que
uma expressao elevada dessa proteina esta relacionada com a probabilidade de metastizacéo,
recidiva e morte (Vascellari et al., 2013; Webster et al., 2007).

As regides organizadoras nucleolares (NORs, do inglés “Nucleolar Organizer
Regions”) consistem em segmentos de DNA marcados seletivamente pela prata (Ag) e, por essa
razdo, denominadas AgNORs (do inglés do inglés “Argyrophilic Nucleolar Organizer
Regions). O namero médio de AgNOR por nucleo € correlacionado com a velocidade e
proliferacdo celular, ou seja, a medi¢do de AgNORs reflete a taxa relativa na qual as células
progridem ao longo do ciclo celular, sendo este considerado um indice de taxa de proliferacdo
celular (Blackwood et al., 2012; Sledge et al., 2016). Os mastocitomas com uma contagem
baixa de AQNOR, por nucleo, exibem um comportamento bioldgico menos agressivo, enquanto
que valores elevados de AgNOR por nucleo estdo associados a um pior progndstico, resultando
num aumento da mortalidade, recidiva local e metéstases (Sledge et al., 2016; Webster et al.,
2007).

1.8.3. Padréao de expressao do KIT e mutagdes no c-Kit

A relagdo entre localizacdo do recetor KIT e o prognostico foi avaliada em diversos
estudos. Kiupel e colaboradores (2004) propuseram trés padrbes de coloragédo
imunohistoquimica: 1) membranar, 1) focal e I11) difuso no citoplasma, tendo observado que a
presenca do padréo 11 se associava a um aumento da recidiva e da mortalidade, o que foi, mais
tarde, confirmado por outro estudo (Webster et al., 2008). No entanto, um estudo posterior

revelou uma relacdo entre localizacdes aberrantes do recetor e a atividade proliferativa, mas
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ndo estabeleceu ligacao entre os padrdes de marcacéo do recetor e a incidéncia de recidiva ou

a mortalidade (Costa Casagrande et al., 2015).

A presenga de mutagdes no gene c-Kit esté ligada a localizagbes anormais do recetor
KIT, aumentando a incidéncia de recidiva, metastases e morte associada ao MTC (Downing,
Chien, Kass, Moore & London, 2002; Webster et al., 2006b).

A pesquisa de mutagdes no gene c-Kit por meio de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR, do inglés “Polymerase Chain Reaction”) foi descrita por diversos autores como um dos
testes de prognostico, especialmente em MTCs de grau Il, na escala de Patnaik, tendo como
objetivo orientar a decisdo sobre a necessidade de quimioterapia, mesmo na auséncia de

metéstases e com margens cirdrgicas sem comprometimento (Gil da Costa, 2015).

A presenca de alteragfes no c-Kit desempenha um papel no desenvolvimento de
MTCs. A existéncia de mutacdes no gene c-Kit, especialmente do tipo duplicagdes internas em
tandem (ITDs) no exdo 11, e alteragdes no padrao de expressao do KIT, sdo considerados, por
alguns autores, como indicadores de pior progndstico em MTCs caninos (Kiupel, 2017;
Takeuchi et al., 2013; Thompson et al., 2016; Webster et al., 2006b; Zemke et al., 2002). A
detecdo destas mutacdes, por meio de PCR, é essencial para a prevenc¢do de recidivas e para a
avaliacdo do risco de metastizacdo (Webster et al., 2006b; Zemke et al., 2002).

Num estudo, foi observada uma associacdo entre a fosforilagcdo do KIT a um pior
prognostico clinico tanto em MTCs com mutacdo no gene c-Kit como nos sem mutacdo
(Thompson et al., 2016).

As mutacdes mais comuns do gene c-Kit sdo as ITDs no exdo 11 e ocorrem
aproximadamente entre 10% a 46% dos MTCs cutaneos caninos (Downing et al., 2002; Letard
et al., 2008; Webster et al., 2006b; Zemke et al., 2002). Sendo estas mutacGes mais observadas
em MTCs de alto grau, estdo associadas a reducéo do intervalo livre de doenca e dos tempos de
sobrevida e, também, associadas ao aumento do risco de recidiva local, metastizacdo e
mortalidade relacionada com os MTCs (Downing et al., 2002; Letard et al., 2008; Takeuchi et
al., 2013; Webster et al., 2006b; Zemke et al., 2002). No entanto, no estudo de Kiupel (2017),
apenas 35% (30/86) dos MTCs cutaneos caninos com ITDs no exdo 11 do c-Kit eram tumores
de alto grau. Nesse mesmo estudo, cerca de 39% (19/49) dos cdes com MTCs cutaneos e ITDs
no exao 11 morreram em menos de 1 ano devido a doenca associada ao MTC.
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Letard et al. (2008) descreveram ndo apenas mutacdes ativadoras no exao 11 do c-Kit,
mas também nos exdes 8 e 9. Observaram que existem ITDs no exdo 8 do c-Kit em menos de
5% (8/191) dos MTCs cutaneos. No estudo de Kiupel, (2017), apenas 9% (5/54) dos MTCs
cutaneos caninos com ITDs no ex&o 8 eram tumores de alto grau e apenas 13% (5/40) dos cées
com MTCs cutaneos e ITDs no exdo 8, morreram com menos de 1 ano devido a doenca

associada ao MTC.

1.9. Objetivos

Sendo os mastocitomas as neoplasias malignas de pele mais comuns no céo,
considerando a variabilidade do seu comportamento bioldgico e a inexisténcia, até a data, de
um bom biomarcador de progndstico e de escolha terapéutica, foram estabelecidos para o
presente trabalho, os seguintes objetivos:

» Realizacdo de um estudo descritivo e de frequéncia de mutagdes presentes nos exdes 8,
9 e 11 do gene c-Kit, numa coorte de 59 mastocitomas da pele do céo, e subsequente
comparacdo entre mastocitomas cutaneos e subcutaneos.

» Avaliacdo do potencial prognéstico das mutacdes encontradas relacionando a sua

presenca com o tempo de sobrevida.
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2. Material e Métodos

2.1. Descricéo da populacéo

No presente estudo foi realizada a pesquisa de mutacdes nos exdes 8, 9 e 11 do gene
c-Kit em amostras parafinadas de mastocitomas caninos. As amostras incluidas neste estudo

eram provenientes dos arquivos de blocos de parafina do laboratdrio de diagndstico DNATech.

Foram incluidos no estudo todos os casos de mastocitomas caninos, cutaneos e
subcutdneos, dos quais era conhecida informacdo sobre o desfecho clinico 2 anos apds o
diagnostico. Para os mastocitomas cutaneos foram utilizadas as mesmas amostras do estudo de
Casanova et al. (2021) (n=29); para os mastocitomas subcutaneos (n=30) foram utilizadas
amostras com diagnostico realizado entre 2019-2020. Foram selecionados casos em que 0s cdes
foram tratados, apenas, por extirpacao cirdrgica, sem qualquer administracdo de quimioterapia
ou radioterapia, e em que o diagnostico foi feito, pelo menos, 2 anos antes do inicio do estudo

ou, se apos alguns meses, foi confirmada a morte relacionada ao tumor.

O trabalho pratico foi realizado no LACH-FMV-ULus6fona. Todas as amostras em
estudo passaram por um processo de extracdo de DNA, utilizando um Kit de extracdo especifico
para amostras histologicas parafinadas. O DNA isolado foi submetido a reacdo de PCR
convencional com o objetivo de amplificar os exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit. Posteriormente, 0s
fragmentos de PCR amplificado, foram analisados para verificar a presenca de mutagdes por

eletroforese em gel de agarose e por sequenciacao.

2.2. Extracdo de DNA de blocos de parafina

2.2.1. Reincluséo

Tendo em conta que as amostras parafinadas de mastocitomas incluem néo sé tecido
tumoral, mas, tambem, tecido muscular dérmico, entre outros, e que o alvo do estudo o era
tecido tumoral, procedeu-se a reinclusdo das amostras com o intuito de obter um bloco de
parafina apenas com tecido tumoral, para posterior realizagéo de cortes histolégicos:

1. ldentificaram-se as cassetes de inclusdo com a identificagdo das amostras iniciais.
2. Preparou-se o doseador de parafina, colocando no reservatorio a parafina liquida.

3. Colocaram-se as amostras parafinadas em moldes.
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Aplicou-se um pouco de parafina no fundo do molde antes de colocar a peca, para
que esta se sustenha na posicéo correta para a boa execucgéo do corte.

Confirmou-se que as amostras ficaram centradas dentro do molde e com a superficie
de corte na horizontal.

Colocaram-se as cassetes sobre os moldes e preencheu-se com parafina.
Arrefeceram-se 0s blocos de parafina rapidamente numa placa fria de modo a evitar
que se formem vérias camadas distintas de parafina (o0 que pode dificultar o corte,
em caso da sua ocorréncia).

Apdbs a parafina ter solidificado, retiraram-se bloco a bloco e colocaram-se no
micrétomo para se proceder aos cortes.

Fixaram-se as cassetes com o bloco e procedeu-se ao desbaste da parafina que

envolve a peca, descartando os primeiros cortes para minimizar a contaminacao.

10. Os cortes a descartar tinham uma espessura de 4 um, para diminuir a proximidade a

peca e descartar contaminacdes.

11. Realizaram-se cortes com uma espessura de 10 um e colocaram-se num microtubo

de 2 mL estéril. Para cada amostra foram feitos, no minimo, 4 cortes. Nas amostras

em que a dimensdo do tecido tumoral era reduzida, foram feitos até 10 cortes.

Para evitar contaminagdes com DNA exdgeno e/ou contaminacgdo cruzada com DNA

das diferentes amostras processadas foram tomadas as seguintes medidas:

1) O processamento de cada bloco foi precedido por uma desinfe¢do com lixivia a 10%,

do micrétomo e de todas as superficies de trabalho;

2) Cada bloco foi cortado com uma lamina nova.

2.2.2. Desparafinagéo

Os cortes das amostras em parafina foram submetidos a um protocolo de

desparafinagéo, a fim de se obter apenas tecido celular tumoral, sem parafina agregada ao

mesmo:

1.

Adicionou-se 1 mL de xilol, homogeneizou-se no vortex e incubou-se 5 minutos a
temperatura ambiente (TA).

Fez-se uma centrifugacdo (centrifuga Galaxy, 14D, VWR® Radnor, PA, EUA) a
13.000 xg, durante 5 minutos.

Decantou-se o sobrenadante.
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10.
11.
12.

Repetiram-se os passos 1, 2 e 3.

Adicionou-se 1 mL de etanol absoluto, homogeneizou-se e incubou-se 5 minutos a
TA.

Centrifugou-se a 13.000 xg, durante 5 minutos.

Decantou-se o sobrenadante.

Repetiram-se 0s passos 5, 6 e 7.

Adicionou-se 1 mL de Alcool a 70%, homogeneizou-se e incubou-se uns 5 minutos
aTA.

Centrifugou-se a 13.000 xg, durante 5 minutos.

Decantou-se o sobrenadante.

Num toalhete seco, secaram-se os residuos de alcool. Deixou-se secar totalmente,
incubando os tubos numa placa de aquecimento (Stuart Scientific Test Tube Heater
SHT 2) a 65°C.

2.2.3. Isolamento de DNA genémico

As amostras ja desparafinadas foram submetidas a extracdo de DNA com recurso ao
Kit comercial “blackPREP FFPE DNA Kit” (analytik jena, Alemanha), de acordo com as

instrugdes do fabricante, a seguir descritas. Por cada lote de 15 amostras, fez-se a extragéo de

um controlo negativo para avaliar a auséncia de contaminacdo cruzada durante o procedimento

experimental.

1.

Adicionaram-se 400 pL de Lysis Solution MA e 80 puL de proteinase K a amostra,
misturou-se vigorosamente num voértex por 10 segundos.

Incubaram-se os tubos a 65°C, durante 1 hora, num banho de 4gua (VWR® — Avantor,
Radnor, PA, EUA), agitando no vortex a cada 10 minutos.

Em seguida, colocaram-se a amostras num banho de agua a 90°C e incubaram-se,
durante 1 hora, agitando no voértex a cada 10 minutos.

Incubaram-se as amostras por 5 minutos a temperatura ambiente

Adicionaram-se 400 pL de etanol absoluto (100%) e misturou-se vigorosamente no
vortex por 10 segundos.

Efetuou-se um short-spin a 3.000 xg, durante 1 minuto.

Aplicou-se a amostra num conjunto Spin Filter mais tubo recetor. Fechou-se a tampa

e centrifugou-se a 13.000 xg, durante 1 minuto.
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8. Descartou-se o tubo recetor com o filtrado. Colocou-se a coluna Spin Filter num novo
tubo recetor.

9. Adicionaram-se 500 ul de Washing Solution C, fechou-se a tampa e centrifugou-se a
velocidade méaxima (13.000 xg), durante 1 minuto.

10. Descartou-se o tubo recetor com o filtrado. Colocou-se a coluna Spin Filter num novo
tubo recetor.

11. Adicionaram-se 650 uL de Washing Solution BS, fechou-se a tampa e centrifugou-se
a velocidade maxima (13.000 xg), durante 1 minuto.

12. Descartou-se o tubo recetor com o filtrado. Colocou-se a coluna Spin Filter num novo
tubo recetor.

13. Adicionaram-se 650 pL de etanol absoluto (100%), fechou-se a tampa e centrifugou-
se a velocidade méxima (13.000 xg), por 1 minuto.

14. Descartou-se o tubo recetor com o filtrado. Colocou-se a coluna Spin Filter num novo
tubo recetor.

15. Centrifugou-se na velocidade maxima (13.000 xg) por 3 minutos. Para remover todos
0s vestigios de etanol. Descartou-se o tubo recetor.

16. Colocou-se a coluna Spin Filter num microtubo de 1,5 mL e adicionaram-se 100 uL
de agua desionizada estéril. Incubou-se a temperatura ambiente por 2 minutos.

Centrifugou-se a velocidade maxima (13.000 xg), durante 1 minutos.

2.3. Amplificagdo por PCR

A reacdo de PCR é uma técnica que permite fazer a sintese de muitas cOpias de uma
regido alvo de DNA especifica, através da sucessao de varios ciclos de temperatura. Na reacao
de PCR, a primeira etapa implica a desnaturacdo do DNA, que acontece a 95°C, para que ocorra
a quebra das ligagdes por pontes de hidrogénio, que mantém as cadeias unidas (Clark &
Pazdernik, 2009). Para obter a amplificacdo seletiva da regido de interesse, & necessario que 0s
primers se liguem por complementaridade as cadeias simples de DNA. Esse emparelhamento
requer uma temperatura mais baixa, aproximadamente entre 50°C a 60°C, dependendo do
tamanho e sequéncia dos primers. Assim, a cada ciclo, a etapa de desnaturagéo € seguida pela
etapa de ligacdo dos primers, seguida pela extensdo. Durante esta Gltima etapa, a enzima DNA
polimerase faz a sintese das novas cadeias de DNA, utilizando os primers como ponto de

partida, adicionando a nova cadeia o0s desoxirribonucleédsidos trifosfato (dNTP’s)
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complementares a sequéncia alvo. Esta etapa acontece a uma temperatura de 72°C. Estas etapas,
repetidas ao longo de diversos ciclos, resultam na amplificacdo de multiplas cépias da regido
de interesse (Clark & Pazdernik, 2009; Nicholas, 2010).

A presenca de mutagdes nos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit nas amostras em estudo foi
avaliada por PCR convencional, através da amplificacdo de fragmentos especificos de cada

exdo estudado.

Com recurso a ferramenta Primer-BLAST (Ye et al., 2012) foram desenhados os

primers para a amplificacdo dos exdes 8 e 9 do gene c-Kit.

Para a amplificacdo do exdo 11 foram utilizados os primers PE1 e PE2 descritos por
Jones et al. (2004).

Na tabela 6, encontram-se descritas as sequéncias de todos os primers e dimensdes dos

fragmentos amplificados.

Tabela 6 - Sequéncia de primers utilizados na amplificacéo dos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit canino.

Dimenséo do
Ex&o Primers Sequéncias fragmento Referéncias
amplificado
ESFw 5-GGA GCCTTG GTG AGG TGT TC-3°
8 220 pb
E8Rev 3’-GTCCTT CCCTCG TGC ACAT-5
E9Fw 5-CCAGGCTGTTATTTTCTCTTC CC-3°
9 272 pb
E9Rev 3’-GGC AGG CAG AGC CTA AAC AT-5
PEL  5-CCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAG-3’ X (Jones et al
11 190 K
PE2 3'-GTT CCC TAA AGT CAT TGT TAC ACG-5 P 2004)

A amplificacdo de cada amostra foi realizada uma mistura reacional com um volume
final de 25 pL, contendo 12,5 uL NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTech®, Lisboa,
Portugal), 0,7 uL de cada primer, forward e reverse, entre 5 a 7,5 uL DNA gendémico e dgua
desionizada estéril até perfazer o volume final. Para garantir a validacdo dos resultados
positivos e negativos, em cada reagdo realizada, foram introduzidos um controlo positivo,
contendo DNA de cdo de uma amostra anteriormente amplificada com sucesso, e dois controlos

negativos, contendo agua desionizada estéril.
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Para evitar contamina¢Ges com DNA exdgeno, todos 0s equipamentos e consumiveis,
utilizados na preparacdo das reacGes de PCR, como minicentrifuga, micropipetas, pontas,
microtubos, suportes, entre outros, foram expostos a radiagdo ultravioleta (UV), durante 15 a
20 minutos, dentro de uma camara usada exclusivamente para a preparagdo da mistura
reacional. Antes da exposicao a radiacdo UV, realizou-se a desinfecdo com lixivia a 10% das
superficies de trabalho e dos materiais utilizados. A mistura reacional foi preparada dentro da
camara de PCR, onde ndo havia presenca de material genémico. Foram utilizadas micropipetas
e pontas de micropipetas estéreis com filtro, reservadas, apenas, para uso dentro da cdmara. A
adicdo do DNA a mistura reacional ocorreu numa outra bancada de trabalho, destinada para

esse fim.

A amplificagdo do ex&o 11 decorreu de acordo com as condigdes descritas por Jones
et al. (2004), indicadas na tabela 7.

Tabela 7 - Condicdes da reagdo de PCR para amplificacdo do exdo 11 (Jones et al., 2004).

Etapa Temperatura Tempo Numero de Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 3 min. 1
Desnaturacéo 95°C 30 seg.

Ligacéo dos primers 59°C 30 seg. 39
Extenséo 72°C 1 min.
Extenséo final 72°C 5 min. 1

2.3.1. Otimizacao da temperatura de ligacao dos primers para amplificacéo dos exdes 8 e
9

Para amplificar os exdes 8 e 9, foi necessario otimizar as condi¢bes de reacao,
nomeadamente no que respeita a temperatura de ligacdo dos primers. Para tal, foi realizada,
num termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), uma reagio de
PCR com gradiente de temperatura de ligacdo dos primers. Neste gradiente foram testadas cinco
temperaturas diferentes, num intervalo compreendido entre 56,3°C e 61°C. As condicOes de

amplificagcdo dos exdes 8 e 9, apds esta otimizacdo, encontram-se descritas na tabela 8.
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Tabela 8 - Condigdes da reacdo de PCR para amplificacdo dos exdes 8 e 9.

Etapa Temperatura Tempo Numero de Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 3 min. 1
Desnaturagéo 95°C 30 seg.

Ligacéo dos primers 61°C 30 seg. 39
Extenséo 72°C 1 min.
Extens&o final 72°C 5 min. 1

2.4. Eletroforese em gel de agarose

Para a observacdo dos produtos de PCR foi realizada eletroforese em gel de agarose a

2,5% (m/v), no caso do exdo 11, e a 1,5% (m/v) para os exdes 8 e 9.

A observacéo do resultado da migracdo do DNA no gel, foi feita num transiluminador,

por emissédo de fluorescéncia do GelRed® intercalado no DNA.

2.4.1. Preparacao do gel de agarose

1.

Preparou-se o suporte do gel, tapando as extremidades do suporte e colocaram-se 0s
pentes, para criar os po¢os no gel de agarose.

Preparou-se o gel de agarose para o volume pretendido, medindo numa balanca
técnica (EK-600H, AND®) a massa de agarose necessaria.

Num erlenmeyer, adicionou-se a agarose, o volume necessario de tampdo de
eletroforese TBE 1x.

Levou-se ao microondas (700 watts), a solucdo preparada em 3, 0 tempo necessario
até ocorrer a fusdo da agarose (obtencdo de uma solugdo homogénea e transldcida).
Arrefeceu-se um pouco o erlenmeyer em &gua corrente.

Adicionou-se GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium, Fremont, CA) ao contetido do
erlnmayer, na propor¢do de 0,42 uL por 100 upL de gel, e agitou-Se para
homogeneizar.

Transferiu-se a solucdo de agarose para 0 suporte e esperou-se pela sua

polimerizagé&o.
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8. Colocou-se o gel na tina de eletroforese, assegurando que ficasse completamente
submerso no tampéo (TBE 1x).

9. Aplicaram-se 7 uL de marcador de peso molecular (Hypperladder 100bp, Bioline®)
no primeiro pogo e 10 pL (exdes 8 € 9) ou 15 pL (ex@o 11) de produto de PCR nos
pOGOS seguintes.

10. Colocou-se a tampa na tina de eletroforese, ligou-se a fonte de alimentacdo e
realizou-se a eletroforese a 100 V (ex0es 8 e 9) ou 70 V (exdo 11), durante 90 a 120
minutos.

11. Observaram-se os resultados, colocando o gel sobre um transiluminador (AlfaGene®,

Carcavelos, Portugal) e registou-se o resultado em fotografia.

2.5. Purificacio das amostras de DNA e Sequenciagao

A sequenciacdo pelo método de Sanger € uma técnica que permite obter a sequéncia
de nucleotidos de fragmentos amplificados por PCR (Clark & Pazdernik, 2009). Antes de
realizar a sequenciagdo dos produtos gerados pelo PCR, é necessario efetuar a sua purificacdo
prévia para eliminar os componentes residuais da reacdo de PCR (primers, DNA polimerase,

sais e dNTP’s) que podem afetar o sucesso do processo de sequenciacgdo (Bell, 2008).

2.5.1. Purificacao dos Produtos de PCR

Os produtos de amplificagdo dos exdes 8 ¢ 9 foram purificados utilizado o “Jetquick —
PCR Product Purification Spin Kit/50” (Genomed® GmbH, Bad Oeynhausen, Alemanha), de
acordo com as instrucdes do fabricante.
1. Adicionaram-se 4 volumes de Binding Buffer (H1) a 1 volume de amostra de PCR.
Misturou-se bem.
2. Colocou-se uma coluna JetQuick® Spin Collum num tubo recetor de 2 mL e pipetou-
se toda a amostra preparada em 1, para o conjunto coluna + tubo recetor. Centrifugou-
se numa centrifuga (Galaxy, 14D, VWR® Radnor, PA, EUA) a 13.000 xg, durante 1
minuto.
3. Descartou-se o tubo recetor com o filtrado, reinseriu-se a coluna num novo tubo
recetor e adicionaram-se 500 uL. de Wash Buffer (H2). Centrifugou-se a 13.000 xg,

durante 1 minuto.
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4.

5.

6.

Descartou-se o tubo com o filtrado e colocou-se a coluna no mesmo tubo recetor de
2 mL. Centrifugou-se a 13.000 xg, durante 1 minuto.

Colocou-se a coluna num novo microtubo de 1.5 mL estéril. Adicionaram-se 50 uL
de agua esteéril, e centrifugou-se a 13.000 xg, durante 2 minutos.

O tubo de eluicdo contém o produto de PCR purificado para ser submetido a

sequenciacao.

2.5.2. Purificacdo dos produtos de PCR a partir de Gel de agarose

No caso dos produtos de amplificagdo do exdo 11, em que foi identificada a presenca

de mutacéo, pela observacdo de uma banda de amplificagdo adicional, esta foi excisada do gel,

com recurso a uma lamina de bisturi. De seguida, a banda excisada, foi submetida a um

protocolo de purificacdo, com recurso ao kit NZYGelpure (NZYTech, Lisboa, Portugal), de

acordo com as instrucoes do fabricante:

1.
2.
3.

Pesou-se a fatia de gel e transferiu-se para um microtubo de 1,5 mL.
Adicionaram-se 500 puL de Binding Buffer por cada 100 mg de massa de gel.
Incubou-se a 55-60°C, durante 5-10 minutos e agitou-se ocasionalmente até que a
agarose estar completamente dissolvida.

Adicionou-se 1 volume de gel de isopropanol a amostra e misturou-se bem pipetando
varias vezes.

Aplicou-se a mistura acima na coluna colocada num tubo coletor. Centrifugou-se a
13.000 xg, durante 1 minuto e descartou-se o filtrado que ficou no tubo coletor.
Adicionaram-se 500 puLL de Wash Buffer e centrifugou-se a 13000 xg, durante 1
minuto. Descartou-se o filtrado do tubo coletor.

Adicionaram-se 600 uL de Wash Buffer e centrifugou-se a 13000 xg, durante 1
minuto. Descartou-se o filtrado do tubo coletor.

Centrifugou-se a 13.000 xg, por 1 minuto para secar o etanol residual na membrana
da coluna.

Colocou-se a coluna num microtubo de 1,5 mL estéril. Adicionaram-se 50 pL de
tampéo de eluicdo ao centro da coluna e incubou-se durante 1 minuto a temperatura

ambiente. Centrifugou-se a 13.000 xg, durante 1 minuto, para eluir o DNA.
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Foram submetidos a sequenciacdo pelo método de Sanger, todos os produtos de
amplificacdo dos exdes 8 e 9. Os produtos de amplificacdo do exdo 8 foram todos sequenciados
em ambos 0s sentidos (cadeias paralela e antiparalela). Os produtos de amplificacdo do exdo 9
foram sequenciados, apenas, num sentido. Foram, ainda, submetidos a sequenciagéo, 0s
produtos de PCR do exdo 11 da banda do gel correspondente a presenca da mutacdo. A

sequenciagdo dos produtos de PCR purificados foi realizada na empresa STABVida®.

Os resultados recebidos, representados por cromatogramas, foram visualizados com
recurso ao programa FinchTV (Geospiza®). As sequéncias obtidas foram submetidas a
alinhamento para obtencdo das sequéncias consenso, com recurso ao programa Unipro®
UGENE. Para cada amostra, com o objetivo de identificar a presenca de eventuais mutagdes foi
avaliada, com recurso ao programa MultiAlin (Corpet, 1988), a homologia entre a sequéncia
consenso e a sequéncia de referéncia do gene c-Kit (wild type) depositada na base de dados
Ensembl  (Martin et al., 2023) (gene ENSCAFGO00845011904; transcrito
ENSCAFT00845021185.1).

2.6. Analise Estatistica

No exdo 11, para averiguar a associacdo entre as variaveis desfecho clinico e
presenca/auséncia de mutacdo no exdo 11 foi realizado o teste de Chi-quadrado. Foram obtidas
as curvas de sobrevivéncia para as mesmas variaveis e foi realizado o teste de Log Rank
(Mantel-Cox) para comparacdes globais. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05 em

todos os testes realizados.

Para os ex0es 8 e 9 ndo foram realizados testes estatisticos, devido a reduzida dimenséo
da amostra, uma vez que, para cada um deles, apenas foram encontradas muta¢es nao

sindbnimas em duas amostras.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacao da populacao estudada

Para este estudo, a populacdo amostrada era constituida por um total de 59 amostras
de bidpsias de MTCs caninos em blocos de parafina, dos quais, 49,15% (29/59) eram MTCCs
e os restantes, 50,85% (30/59), MTSCs (Figura 3).

Relativamente ao nimero de total de cdes em estudo, contabilizaram um total de 57,
uma vez que duas amostras cutaneas pertenciam ao mesmo individuo, mas eram de nodulos
diferentes. Em relacdo ao sexo, 49,12% (28/57) das amostras pertenciam a machos e 50,88%

(29/57) pertenciam a fémeas (Figura 4).

Cutaneo = Machos
49,15% A R
= Subcutaneo = Fémeas
Figura 3 - Distribuicdo da amostra populacional pela Figura 4 - Distribuicdo da amostra populacional por
localizagdo tecidular. Sexo.

O intervalo de idades da amostra populacional estd compreendido entre 2 e 20 anos,
verificando-se que 17,54% (10/57) dos cées tinham 9 anos, sendo esta a idade mais frequente
(Figura 5). A média de idades dos animais foi feita com o total de 50 caes, pois 7 no total de 57

tinham idade desconhecida, o valor para a média de idades foi de 8,4 anos.
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Figura 5 - Distribuicéo da amostra relativamente & faixa etéria dos cées presentes no estudo.
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Em relacdo a distribuicdo de racas, 31,58% (18/57) nao tinham raca definida (SRD),
Labrador Retriever eram 21,05% (12/57), Bulldog Francés eram 7,02% (4/57), Boxer e Bouvier
Bernois estavam representados com 5,26% cada (3/57), Golden Retriever e Shar-Pei ambos
com 3,51% (2/57) cada e as restantes ragas como Beagle, Basset hound, Bull Terrier, Bulldog,
Caniche, Chihuahua, Pastor Aleméo, Pincher, Pug, Cdo da Serra de Aires, Weimanarer e
Yorkshire Terrier com 1,75% (1/57) cada.
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Figura 6 - Distribuicdo da amostra populacional de acordo com as ragas dos cdes em estudo.

3.2. Otimizacao da temperatura de ligacéo dos primers amplificados dos

exbes 8 e 9

A anélise dos produtos de amplificacdo dos exdes 8 e 9, obtidos na PCR de otimizagdo
da temperatura de ligacdo dos primers, permitiu concluir que a temperatura 6tima seria 61°C,
pois, em ambos 0s exdes, as bandas observadas no gel eram as mais intensas, tendo havido boa
amplificacdo das amostras testadas. A esta temperatura, a reacdo de PCR apresentava
rendimento superior, resultando em bandas de maior intensidade (Figura 7). Conforme
esperado, os produtos de amplificacdo dos exdes 8 e 9 apresentavam um tamanho de 220 e 272
pb, respetivamente. Nao foi observada nenhuma amplificacdo nos controlos negativos (Figura
7).
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Figura 7 - Resultados da amplificacdo de otimizagdo de temperatura de ligacdo dos primers para os exdes 8 e 9,
observados em eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v). M: Marcador de pesos moleculares (Hypperladder 100
bp, Bioline). 1, 2 e 3: produtos de PCR de amostras de DNA. C-: Controlo negativo. Fotografia original do autor.

3.3. Amplificacdo dos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit

Apds a otimizacao da temperatura de ligacao dos primers para amplificacdo dos exdes

8 e 9, procedeu-se a amplificacdo de todos os exdes nas amostras em estudo.

Em todas as amostras, a amplificacdo dos exdes 8, 9 e 11 foi bem sucedida,
observando-se uma Unica banda, correspondendo a um produto de amplifica¢do de 220 pb, 272
pb e 190 pb, respetivamente. Nao se observou a presenca de bandas inespecificas. Ndo foram
observadas bandas de amplificacdo nos controlos negativos da reacdo de PCR, nem nos
controlos negativos da extragdo de DNA (vide 2.2.3).

Na amplificacdo do exdo 11, o fragmento amplificado na auséncia de mutacdo (wild
type) apresenta um tamanho de 190 pb. Em 4 amostras, foi observada a presenca de uma banda
adicional, de dimensdes superiores a 190 pb (Figura 8). A presenca desta banda adicional é
compativel com a existéncia da mutacdo ITD, descrita por varios autores (Jones et al., 2004;
Tamlin, Dobson, Woolford & Peaston, 2019).
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Figura 8 — Visualizagdo dos produtos de amplificagdo do exdo 11 em amostras de MTCs. M:
Marcador de pesos moleculares (Hypperladder 100 bp, Bioline). 1-4: Produtos de PCR de amostras
com a mutagéo ITD. C-: Controlo negativo. C+: Controlo positivo. Fotografia original do autor

A confirmacdo do tipo de mutacéo, sera feita por sequenciacdo da banda adicional
excisada do gel.

3.4. Sequenciacao dos ex0des 8, 9 e 11 amplificados

Os resultados da sequenciacéo dos produtos de amplificacdo do exé@o 8 evidenciaram
a presenca de mutacdes em duas (6,9%; 2/29) amostras de MTCCs (Apéndice 1). Numa das
amostras (1256/17), foi observada uma insercao de dois nucleétidos (GC) no residuo 1242 do
cDNA (c.1242_1243insGC) e uma mutacdo pontual ¢.1346T>C (Figura 9); esta ultima resulta
numa alteracdo de aminoacido no coddo 449 (Ala449Val).

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 117

1256-17_E8_cons éHECHHRCCRGHHRTECTGHETCHTEHHHGTCTCRCHHRTBGEHTGCTCCHGTGTGTGGTTBCHGBHTTECCHBRECCCGCRGTRGHTTGBTHTTTCTBTCCHGGHGTTGHGCHGH&
E8_ut_ensenbl CA--ARACCAGRAATCCTGACTCATGARAGTCTCACARATGGCATGCTCCAGTGTGTGGTTGCAGGATTCCCAGAGCCCGCAGTAGATTGGTATTTCTGTCCAGGAGCTGAGCAGAG
Consensus CA. . ARACCAGARARTCCTGACTCATGARAGTCTCACAAATGGCATGCTCCAGTGTGTGGT TGCAGGATTCCCAGAGCCCGCAGTAGATTGGTATTTCTGTCCAGGAGETGAGCAGAG

Figura 9 - Alinhamento da sequéncia do exao 8 da amostra 1256/17 com a sequéncia de referéncia wild type (ensembl),
onde se podem observar as alteracdes ¢.1242_1243insGC e ¢.1346T>C.

Na amostra 2782/17 foram identificadas duas mutagcdes pontuais consecutivas:
€.1242T>A e ¢.1243G>A,; a primeira resulta numa mutacdo sinénima e a segunda na alteracédo
de aminoéacido no coddo 415 (Lys415Glu) (Figura 10).

1 10 20 30 40 L] 1] 0 80 90 100 110 115
I

I
2782-17_E8_cons CTGARCCAGARATCCTGACTCATGARAGTCTCACARATGGCATGCTCCAGTGTGTGGRTTGCAGGATTCCCAGAGCCCGCAGTAGATTGGTATTTCTGTCCAGGAGC TGAGCAGAG
E8_wmt._ensenbl CARRACCAGARATCCTGACTCATGARAGTCTCACARATGGCATGCTCCAGTGTGTGGT TGCAGGATTCCCAGAGCCCGCAGTAGATTGGTATTTCTGTCCAGGAGE TGAGCAGAG
Consensus CaaAACCAGAAATCCTGACTCATGARAGTCTCACARATGGCATGCTCCAGTGTGTGETTGCAGGATTCCCAGAGCCCGCAGTAGATTGGTATTTCTGTCCAGGAGE TGAGCAGAG

Figura 10 - Alinhamento da sequéncia do ex&o 8 da amostra 2782/17 com a sequéncia de referéncia wild type
(ensembl), onde se podem observar as alteragdes ¢.1242T>A e ¢.1243G>A.
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Em 75,8% (22/29) dos MTCCs foi identificado polimorfismo sindnimo ¢.1275G>A,
2008; Marconato et al., 2014). Esta

alteracéo encontra-se descrita na plataforma Ensembl, com a identificacéo rs22299980.

anteriormente descrito por outros autores (Letard et al.,

Né&o foram observadas mutacGes no exao 8 nos MTSCs, com excec¢do do polimorfismo

sinénimo ¢.1275G>A, encontrado em 66,7% (20/30) das amostras.

Relativamente ao ex&o 9, trés amostras foram sequenciadas e ambos os sentidos, tendo,
nas restantes, sido sequenciada, apenas, a cadeia forward. No caso destas Ultimas amostras, a
sequenciacdo ndo permitiu sequenciar todo o exdo, tendo sido conseguidas percentagens de
sequenciacao entre 81,4% e 88,7% da totalidade do ex&o. Os resultados da sequenciacdo do
exdo 9 permitiram identificar trés amostras com mutagdo na sequéncia de bases nucleotidicas
(5,1%; 3/59). Duas dessas trés amostras eram MTCCs e uma um MTSC. A primeira dessas

amostras (1105/20C), um MTSC, apresentava uma mutacdo sindénima ¢.1434A>G (Figura 11).

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I I
1105-20C_ES GTGCAGATGCARRRCTCGTCTCTGTCACCGTC TGGARARC TRGTGGT TCARRGT TCCATCGATTATAGTGCCTTCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGG
E9_ut_ensenbl RTGTTCTGTCCCTRATTGGGCCAATGGATGTGCAGATGCARARCTCGTCTCTGTCACCGTCTGGARRRC TAGTGGT TCAGAGT TCCATCGATTATAGTGCCT TCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGE
CONSEnsus  cecevesesssssssssssssssssass GTGCAGATGCARARCTCGTCTCTGTCACCGTC TGGARARC TAGTGGT TCAAAGTTCCATCGATTATAGTGCCTTCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGG
131 140 150 160 170 180 190 1.94
1105-20C_E9 GCTTACARCARTGTAGGCAGGAGT TCTGCCTTTTTTARCTTTGCATT TARAGGTARCAGCARAG
E9_ut_ensenbl GCTTACARCARTGTAGGCAGGAGTTCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTTARAGGTARCAGCARRG
Consensus GCTTACAACARTGTAGGCAGGAGTTCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTTARAGGTARCAGCARAG

Figura 11 - Alinhamento da sequéncia do exdao 9 da amostra 1105/20C com a sequéncia de referéncia wild type
(ensembl), onde se pode observar a alteragdo c.1434A>G.

A amostra 1191/17A, um mastocitoma cutaneo, apresentava a mutacdo ¢.1472T>C
(Figura 12), responsavel pela alteragdo do aminodcido 491 (Thr491lle).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130

|
GTGCAGATGCARARCTCGTCTCTGTCACCGTCTGGARARCTAGTGGT TCAGAGT TCCATCGATTATAGTGCCT TCARGCACAATGGCATAGTCGAGTGTAGG

1191-17A_E9

E9_ut_ensenbl

1191-17A_E9

Consensus ...

ATGTTCTGTCCCTATTGEGCCARTGGATGTGCAGATGCARAACTCGTCTCTGTCACCGTCTGGARARC TAGTGGT TCAGAGT TCCATCGATTATAGTGCCTTCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGG
»«GTGCAGATGCARARC TCGTCTCTGTCACCGTCTGGARARC TAGTGGT TCAGAGT TCCATCGATTATAGTGCCTTCARGCACARTGECACAGTCGAGTGTAGE

131 140 150 160 170 180 190 194
I I
El:TTIll:FIFICFIFII GTAGGCAGGAGTTCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTT

GCTTACARCAATGTAGGCAGGAGT TCTGCCTTTTTTARCTTTGCAT T TRARRGGTARCAGCARAG
GCTTACARCAATGTAGGCAGGAGT TCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTT, .

E9_ut_ensenbl

Conzensus

Figura 12 - Alinhamento da sequéncia do exao 9 da amostra 1191/17A com a sequéncia de referéncia wild type
(ensembl), onde se pode observar a alteragdo ¢.1472T>C.

A amostra 1256/17, um mastocitoma cutdneo, apresentava a mutacdo c.1408C>T
(Figura 13), responsavel pela alteracdo do aminoacido 470 (Ser470Pro).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I I
1256-17_E9 GGATGTGCAGATGCARRACTCGTCTCTGCCACCGTCTGGARRAC TAGTGGT TCAGAGT TCCATCGAT TATAGTGCCT TCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGG
E9_ut_ensenbl ATGTTCTGTCCCTATTGGGCCAATGGATGTGCAGATGCARARCTCGTCTCTGTCACCGTCTGGARARC TAGTGGT TCAGAGT TCCATCGATTATAGTGCCTTCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGG
CONSENSUS  cuevesesesesssssssssnnes GGATGTGCAGATGCAARRCTCGTCTCTGeCACCGTCTGGARAAC TAGTGGT TCAGAGT TCCATCGATTATAGTGCCTTCARGCACARTGGCACAGTCGAGTGTAGG
131 140 150 160 170 180 150 194
I I
1256=17_E9 GCTTACARCARTGTAGGCAGGAGT TCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTTAAAGGTARCAGCARAG
E9_ut_ensenbl GCTTACARCAATGTAGGCAGGAGTTCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTTARAGGTAACAGCARAG
Consensus GCTTACARCARTGTAGGCAGGAGTTCTGCCTTTTTTARCTTTGCATTTARAGGTAACAGCARAG

Figura 13 - Alinhamento da sequéncia do exd0 9 da amostra 1256/17 com a sequéncia de referéncia wild type
(ensembl), onde se pode observar a alteragdo ¢.1408C>T.
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Encontra-se em curso a sequenciacdo da cadeia reverse dos fragmentos de
amplificacdo do exdo 9, de forma a completar a sequéncia da porcdo do exdo cuja sequéncia

ndo foi possivel obter com a sequencia¢édo da cadeia forward.

Para 0 exdo 11, o resultado da sequenciacdo da banda adicional, excisada do gel de
agarose, nao permitiu obter sequéncias de qualidade que permitissem identificar a mutacéo ITD
presente em cada uma das amostras. Assim, no presente trabalho, apenas nos é possivel
descrever a presenca de mutagdo no exdo 11 em quatro amostras de MTCs (6,8%; 4/59), trés
deles classificados como cutaneos (10,3%; 3/29) e um como subcutaneo (3,3%; 1/30). A
identificacdo das mutacOes sera feita, posteriormente, por Sequenciacdo de Nova Geracao

(NGS, do inglés “Next-Generation Sequencing”).

No total, foram observadas mutaces em seis MTCCs (20,7%) e em um MTSC (3,3%).
Os MTCCs foram, assim, 0s que apresentaram maior frequéncia de mutacGes nos exdes
estudados. De todas as amostras, apenas uma apresentava mutacdo em mais do que um exao;
esta amostra (1256/17) correspondia a um MTCC e apresentava duas mutagdes nao sinénimas
e uma sinénima no exao 8 e uma mutacdo nao sindnima no exdo 9. Na tabela 9, sdo apresentadas
as frequéncias relativas das mutacdes ndo sindnimas observadas nos MTCCs e subcutaneos

analisados no presente estudo.

Tabela 9 - Frequéncia das mutagdes ndo sindnimas identificadas nas amostras em estudo.

Freguéncia absoluta e relativa de mutacfes néo sinénimas

Exé&o 8 Exdo 9 Exao 11
M'ixstoc:ltomas cutaneos 2 (6,9%) 2 (6,9%) 3 (10,3%)
(n=29)
Mastocitomas subcutaneos 0 0 1 (3,3%)

(n=30)
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3.5. Desfecho clinico e analise estatistica

De entre 0s 27 animais com MTCCs, 22 (81,5%) encontravam-se vivos dois anos ap0s
o diagndstico, tendo os restantes 5 (18,5%) morrido de causa relacionada com o tumor. Dos 30
animais com MTSCs, 20 (66,7%) encontravam-se vivos dois anos ap6s o diagnostico, tendo os

restantes 10 (33,3%) morrido de causa relacionada com o tumor (tabela 10).

Tabela 10 - Desfecho clinico dois anos apés o diagndstico.

Animais com morte

Animais vivos .
relacionada com MTC

Animais com mastocitomas

0 0
cutaneos (n=27) 22 (81,5%) 5 (18,5%)

Animais com mastocitomas

9 0
subcutaneos (n=30) 20 (66,7%) 10 (33,3%)

Dos cinco animais que morreram devido ao MTCC, apenas um apresentava mutacao
(ITD no exdo 11). De entre os 22 animais vivos e com MTCC, cinco apresentavam mutacao

ndo sinénimas em, pelo menos, um dos exdes estudados.

Relativamente aos MTSCs, de entre os 20 animais vivos, um apresentava mutacdo ITD
no exdo 11; dos 10 animais que morreram devido ao MTC, nenhum apresentava mutacdo nao

sindnima nos exdes estudados (tabela 11).

Tabela 11 - Frequéncia de mutagdes ndo sinénimas em funcao do desfecho clinico

Animais com mutacGes ndo sindnimas

MTC cutaneos MTC subcuténeos
Animais vivos 5/22 (22,7%) 1/20 (5,0%)
Animais com morte 1/5 (20,0%) 0/10 (0%)

relacionada com MTC

Todos os animais que apresentavam mutagdes nos exdes 8 e 9 encontravam-se vivos
dois anos apds o diagndstico. Dos quatro animais com mutacdo no exao 11, trés (75%)
encontravam-se vivos dois anos apos o diagnéstico e um (25%) morreu 2 meses apos 0

diagnostico, tendo a sua morte sido relacionada com o tumor; este mastocitoma estava
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classificado como cutaneo. Considerando a totalidade dos animais com mutacdo em pelo
menos, um dos exdes estudados, 85,7% (6/7) encontravam-se vivos ao fim de dois anos, tendo

apenas um (14,3%) morrido de causas relacionadas com o tumor.

Ap0s a analise estatistica, nenhum resultado foi considerado como significativo (p >
0,05).

A curva de sobrevivéncia dos animais com e sem mutacdo no exdo 11 encontra-se

representada na figura 14.

Fungoes de sobrevivéncia

Mutation

Without mutation
—With mutation

Without mutation-censurado
08| f—With mutation-censurado

06 | -

04|

Sobrevivéncia acumulativa

00}
00 5,00 10,00 15,00 20,00 2500

Survival_Time

Figura 14 - Curva de sobrevivéncia dos animais com e sem mutagdo no exao 11. A cruz no final de cada curva significa
a auséncia de informagao sobre o desfecho clinico ap6s os 24 meses.
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4. Discussao

Os MTCs sdo neoplasias cutaneas malignas frequentes em cées (Hauck, 2013; London
& Thamm, 2020). A particularidade desta neoplasia reside na multiplicacdo descontrolada e na
acumulacao anormal de mastocitos, os quais exibem varia¢fes nos seus niveis de diferenciacdo
celular (Blackwood et al., 2012). Estas, sdo neoplasias malignas das células redondas, que
surgem, maioritariamente na pele (Takahashi et al., 2000). Devido a sua prevaléncia e
diversidade de comportamento bioldgico, € crucial definir um progndstico preciso. Em MTCs
caninos, mutacdes no gene c-Kit e alteracbes na expressao da proteina recetora KIT sédo
reconhecidas como indicadores negativos de progndstico. Em particular, mutac6es ativadoras
nos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit, s&o comuns e tém sido descritas como fortes preditores de
um mau prognostico (Horta et al., 2018; de Nardi et al., 2022).

No ambito do presente trabalho, foram estudadas 59 amostras de MTCs, 29 cutaneos
e 30 subcutaneos (Figura 3). Em relacdo ao sexo dos animais estudados, existe um equilibrio
no nimero de macho e fémeas, 49,12% (28/57) e 50,88% (29/57) respetivamente (Figura 4).
Assim, com esta amostra, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre o sexo e a
predisposicdo para o desenvolvimento de MTCs, sendo necessario o desenvolvimento de mais
estudos para uma melhor compreensdo sobre a possivel relacdo que as hormonas sexuais
possam no aparecimento de MTCs. Também Shoop et al. (2015), no Reino Unido, num estudo
com 453 cdes com MTC, ndo encontraram relacdo entre o sexo e o desenvolvimento da
neoplasia. Smiech et al. (2018), na Poldnia, com uma amostra de 492 c3es, observaram um
risco mais elevado de desenvolvimento de MTCs em fémeas (Odds ratio 1,38, p=0,001).
Atualmente, os resultados apresentados na literatura sobre uma predisposicao de sexo para o
desenvolvimento de MTCs ndo consensuais, sendo necessario desenvolver mais estudos no
sentido de clarificar uma eventual associacdo entre as hormonas sexuais e o desenvolvimento
desta neoplasia (Kiupel, 2017; Shoop et al., 2015; Smiech et al., 2018; Thamm, 2013 & White
etal., 2011).

No que respeita a faixa etaria, foi observada conformidade com o que esta descrito na
literatura, indicando que o desenvolvimento de MTCs pode manifestar-se em qualquer idade
(Kiupel & Camus, 2019; Smiech et al., 2018 & Tamlin et al., 2022). A amostra populacional
deste estudo abrange uma faixa etaria entre 2 e 20 anos, com maior frequéncia de cdes com
idades entre 9 e 20 anos (Figura 5). Na populacgéo estudada 58% (29/50) dos animais tinha 9 ou

mais anos, evidenciando uma predisposi¢cdo mais acentuada ao desenvolvimento de MTCs em
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cdes considerados seniores. Varios autores descreveram, também, uma maior prevaléncia de
mastocitomas em caes idosos (Kiupel & Camus, 2019; Smiech et al., 2018 & Tamlin et al.,
2022).

Conforme descrito por Warland & Dobson (2013), que observaram uma elevada
ocorréncia de MTCs em cdes SRD, o mesmo aconteceu no presente estudo, uma vez que,
31,58% (18/57) dos animais ndo apresentava raca definida (Figura 6). De seguida, as racas mais
prevalentes na amostra estudada séo Labrador Retriever com 21,05% (12/57), Bulldog Francés
com 7,02% (4/57), Boxer e Bouvier Bernois ambos com 5,26% cada (3/57) (Figura 6). Com
excecao da raca Bouvier Bernois, as restantes sdo, também, descritas na literatura, como das
mais propensas a desenvolver MTCs (Mochizuki et al., 2017b; Morris & Dobson, 2008; Shoop
et al., 2015; Smiech et al., 2018 & Tamlin et al., 2022).

MutacgOes ativadoras no dominio transmembranar do proto-oncogene c-Kit foram,
inicialmente, associadas a progressao de MTCs caninos por London e colaboradores (1999).
Desde entdo, diversos autores tém descrito mutagbes em varios exdes do gene c-Kit, com
principal destaque para os exdes 8, 9 e 11 (Brocks et al., 2020; Chen et al., 2022; Downing et
al., 2002; Letard et al., 2008; Takeuchi et al., 2013; Tamlin et al., 2017; Thompson et al.,
2011b; Vozdova et al., 2019; Webster et al., 2006; Zemke et al., 2002). Em Portugal, pouco se
sabe sobre a prevaléncia das mutacfes nestes exdes do gene c-Kit, tendo esta lacuna no
conhecimento justificado a realizacao do presente trabalho. No estudo aqui apresentado, foram
identificadas mutacBes nos exdes 8, 9 e 11 do gene c-Kit. As muta¢bes foram encontradas,
predominantemente, em MTCCs (20,7%), nos trés exdes estudados. Apenas foi identificado
um caso de MTSCs (3,3%) que apresentava mutagdo no exao 11; ndo foi identificada nenhuma
mutacdo nos exdes 8 e 9 dos MTSCs analisados (Tabela 9). Estes resultados vao ao encontro
do descrito na literatura onde mutacdes nos exdes 8, 9 e 11 tém sido descritas em MTCCs em
frequéncias até 45% e onde sdo pouco frequentes as descricbes de mutacGes identificadas em
MTSCs (Brocks et al., 2020; Downing et al., 2002; Letard et al., 2008; London et al., 1999;
Takeuchi et al., 2013; Tamlin et al., 2017; Thompson et al., 2011; Webster et al., 2006; Zemke
et al., 2002). Apenas trés autores descreveram mutacdes nos exdes 8 e 11 de MTSCs (Chen et
al., 2022; Tamlin et al., 2019; Vozdova et al., 2020). O presente trabalho contribui, assim, com

mais uma descricdo de uma mutacéo no exdo 11 de c-Kit em MTSCs.

O dominio justamembranar do recetor KIT é codificado pelo exdo 11 e desempenha

um papel crucial na autoinibicao desta proteina fazendo com que, na auséncia do ligando SCF,
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a sua atividade se encontre inibida (Chan, Ilangumaran, la Rose, Chakrabartty, & Rottapel,
2003). Diversos autores tém associado as mutacdes no exdo 11 do gene c-Kit a tumores com
um comportamento mais agressivo e a um pior prognostico, uma vez que estas resultam na
diminuicdo da inibicdo do dominio quinase e, consequentemente, no aumento da transdugéo de
sinal e na proliferacdo de mastdcitos (Brocks et al., 2021; Tamlin et al., 2019; Webster et al.,
2006). Os resultados obtidos no presente trabalho, apesar de ndo apresentarem significancia
estatistica, ndo evidenciam esta associacdo, uma vez que, dos quatro cdes com MTCs e mutacao
no exdo 11, apenas um tinha morrido de causas relacionadas com o tumor dois meses apds o
diagnostico. Os restantes trés animais encontravam-se vivos dois anos apés o diagnostico. A
analise estatistica, embora limitada pelo reduzido nimero de amostras com mutac¢do, nao
revelou nenhuma associacgéo estatisticamente significativa entre a presenca de mutacdo no exao
11 e o desfecho clinico (Figura 14). Também Tamlin e colaboradores (2022) descrevem que
cdes com mutacdo ITD no exdo 11 ndo apresentavam risco aumentado de morte relacionada
com o tumor. Chen e colaboradores (2022), ao estudarem mutac6es no exdo 11, observaram em
MTSCs um comportamento menos agressivo do que nos cutaneos. No presente estudo, dos
quatro cdes com mutacao no exao 11 o Unico que ndo se encontrava vivo passados dois anos do
diagndstico tinha um MTCCs. Contudo, o alcance de qualquer associa¢ao que pudesse ser feito
a este respeito é limitado pelo pequeno nimero de amostras que apresentavam mutagdo neste

exao.

Alguns autores descrevem uma frequéncia de mutacdes no exao 11 muito superior a
da dos restantes exdes (Brocks et al., 2022; Letard et al., 2008; Vozdova et al., 2019; Webster
et al., 2021). No presente estudo, apesar de também terem sido encontrados mais casos de
MTCs com mutagdo no exdo 11 do que nos exdes 8 e 9, esta diferenca foi pouco expressiva,
possivelmente, devido ao baixo nimero de amostras analisadas (tabela 9). A frequéncia de
mutacdo no exdo 11 encontrada em MTCCs foi de 10,3% (tabela 9). Na literatura encontram-
se descritos valores diversos, de 15% (9/60) (Webster et al., 2006), 33,1% (52/157) (Downing
etal., 2002) e 45% (5/11) (London et al., 1999) nos Estados Unidos da América, 17,6% (13/74)
(Tamlin et al., 2017) e 10% (24/239) (Tamlin et al., 2019) na Australia, 6,8% (4/59) em Italia
(Giantin et al., 2012), 16,8% (32/191) em Franga (Letard et al., 2008) e de 22,2% (6/27) na
Republica Checa (Vozdova et al., 2019). A variabilidade destes valores pode refletir, entre
outros, diferencas biologicas relacionadas com os cdes de cada regido geogréafica, a

variabilidade do numero de animais estudados ou os critérios de selecdo dos mesmos. No
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presente trabalho o valor obtido deve ser analisado com alguma cautela, devido ao baixo

ndmero de amostras estudadas.

Ao contrario do exdo 11, as mutacBes no exdo 8 encontram-se descritas como
associadas a um melhor prognostico e desfecho clinico (Brocks et al., 2021; Chen et al., 2022).
Apesar da auséncia de significancia estatistica, no presente trabalho, todos os animais com
alteracOes nos exdes 8 e 9 se encontravam vivos 2 anos ap6s o diagnostico. Uma vez que 0s
caes envolvidos no estudo ndo haviam sido sujeitos a qualquer protocolo terapéutico de quimio
ou radioterapia, o desfecho clinico mais favoravel podera dever-se ao comportamento menos

agressivo do tumor.

Relativamente as mutacdes ndo sinénimas identificadas nos exfes 8 e 9, podemos
especular que possam ndo ter impacto na ativacdo do gene c-Kit e consequente aumento da
proliferacdo tumoral. Esta especulacdo realca a necessidade de estudos adicionais de avaliacao
do impacto das mutacdes identificadas na estrutura e funcéo da proteina KIT e da sua associagdo
com o comportamento bioldgico dos MTCs.

Ao contrario de Vozdova et al. (2019) e Chen et al. (2022), que encontraram mutac6es
ITD no exdo 8, no presente estudo, apenas foram encontradas mutagdes por substituicdo pontual
de uma base nucleotidica e por insercao de duas bases.

O polimorfismo ¢.1275G>A, identificado com frequéncia nos MTCs em estudo no
presente trabalho foi, também, descrito como frequentemente encontrado neste tipo de tumores
por Marconato et al. (2014) e Letard et al. (2008).

Em ambos os tipos de tumores, MTCC e MTSC, a percentagem de animais vivos dois
anos apos o diagnostico foi largamente superior a dos que morreram ou foram eutanasiados
devido a neoplasia (tabela 10). A frequéncia de animais gque se encontravam vivos foi de 81,5%
para 0s MTCCs e de 66,7% para os MTSCs (tabela 10). Apesar destes valores apontarem para
uma tendéncia de melhor prognostico nos MTCCs, esta associa¢do ndo pode ser feita uma vez
que a selecdo das amostras a incluir no estudo nao foi completamente aleatdria, uma vez que se
pretendia que, na amostra a estudar, fossem incluidos animais com os dois tipos de desfecho
clinico. A frequéncia de mutagdes ndo sindnimas foi superior nos animais vivos dois anos apos
o diagnostico do que naqueles que tinham morrido devido ao tumor; A frequéncia de mutacdes
ndo sindnimas encontrada em cdes que morreram devido ao tumor foi muito baixa (1 num
MTCC e 0 nos MTSC) (tabela 11). Apenas um (14,3%) dos sete animais onde foram
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identificadas mutagdes nao sindbnimas morreu de causas relacionadas com o tumor. Os testes
estatisticos realizados ndo evidenciaram associac@es estatisticamente significativas entre os
pardmetros analisados. Esta falta de falta de significAncia pode ser atribuida ao reduzido
tamanho de amostra estudada. Contudo, a auséncia de mutagdes em alguns casos de morte
relacionada com o tumor e sua a presenca em animais com vida dois anos apos o diagndstico,
levanta a questdo, também colocada por Tamlin et al. (2022) sobre a importancia a atribuir a
presenca de mutac6es como fator prognostico. Os resultados obtidos realcam a necessidade de
estudar outros fatores genéticos e histoldgicos, para que se obtenha uma compreensao mais

abrangente dos mecanismos associados a progressao e prognostico desta doenca.

Que seja do conhecimento do autor, a presente investigagao constitui o primeiro estudo
de rastreio de mutagdes nos exdes 8, 9 e 11 em MTCs realizado em Portugal. Apesar da pequena
dimensdo da populacéo estudada, os resultados obtidos justificam o estudo de uma amostra

mais alargada de modo a consolidar os achados descritos no presente trabalho.
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5. Conclusao

Com o presente trabalho pretendeu-se identificar a presenca mutagdes nos exdes 8, 9
e 11 do gene c-Kit, numa amostra de MTCs caninos cutaneos e subcutaneos e avaliar uma

eventual relacdo com o seu potencial prognostico.

Os objetivos determinados para a presente dissertagdo foram atingidos, na medida em
que foi possivel verificar a presenca de mutacoes nos trés exdes do gene c-Kit. Foram detetadas
mutagdes num total de sete mastocitomas, sendo seis deles cutaneos (20,7%) e um subcutaneo
(3,3%). Os MTCCs foram os que exibiram uma maior frequéncia de mutacfes nos exdes
analisados. Apesar da auséncia de significancia estatistica, foi encontrada uma maior frequéncia
de mutagdes em animais vivos dois anos ap0s o diagnostico do que naqueles que morreram de
causas relacionadas com o tumor. Apenas 14,3% dos animais com mutacdo morreram de causa
relacionada com o mastocitoma. Os resultados obtidos permitem questionar o verdadeiro papel
a atribuir a presenca de mutacdes no gene c-Kit como fator progndstico e evidenciam a
necessidade de realizar mais estudos, com um namero superior de amostras e alargado a outros
parametros moleculares e histoldgicos que ajudem a clarificar os mecanismos associados a

progressdo, comportamento e prognastico desta doenca.
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V — Apéndices

APENDICE |

Tabela 12 - Alteragdes na sequéncia nucleotidica identificadas nas amostras de mastocitomas caninos apds a sequenciacao

dos exBes 8 e 9.

Mastocitomas Cutaneos

Mastocitomas Subcuténeos

Amostra Ex&o 8 Ex&o 9 Amostra Exé&o 8 Ex&o 9
Sequenciacdo Sequenciacdo
2602/17 Sem alteracdes completa 1254/19 D 0'1275.G,>.A completa
~ (heterozig6tico) ~
Sem alteracdes Sem alteracdes
Sequenciagédo (sequenciado
2234/17B  Sem alteracdes completa 1446122 A3 C1219G>A o3 606 do exo)
~ (homozigdtico) ~
Sem alteracBes Sem alteracBes
(sequenciado
(sequenciado 85,6% do exao)
2809/17 Al C.1275G>A 88,1% doexdo)  1105/20C  Sem alteragdes C.1434A>G
(heterozig6tico) ~ ~
Sem alteracBes (mutacéo
sindnima)
(sequenciado (sequenciado
251717 C1275G>A 86,6% doexdo) 2963208  C2T9G>A 1 gg 50t do exdo)
(homozigdtico) ' ~ (homozigdtico) ' ~
Sem alteracBes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
1735/17 D Sem alteracBes 88,1% do exao) 952/20 B2  Sem alteragdes 86,6% do exao)
Sem alteracOes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
772117 C1 C.1275G>A 85,6% do exdo) 468/20B  Semalteracdes  85,6% do exdo)
(heterozigotico) ~ ~
Sem alteragBes Sem alteracdes
(sequenciado (sequenciado
2539/17 A €.1275G>A 86,6% do exdio)  3027/19B  C1270G>A g6 5ur o exido)
(homozigdtico) ' ~ (heterozigotico) ' ~
Sem alteracOes Sem alteracBes
1275G>A (sequenciado (sequenciado
1189/17 A C.121o%> 86,6% do exdao) 1255/20 B Sem alteracdes 87,6% do exdao)
(homozigotico) ~ ~
Sem alteracOes Sem alteracBes
g7 CI275SA T waosy CAZTCA TR
(heterozigotico) ' ~ (homozigotico) ' ~
Sem alteragdes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
883/17 A C‘1275G,>.A 85,6% do exdo) 3414/20  Sem alteracGes 85,6% do exdao)
(homozigotico) ~ ~
Sem alteracdes Sem alteracBes
10491178 C1275G>A M4 qualidade 264120  C1275G>A sési(g/l:edlcgja%)
(heterozigotico) (heterozigotico) ' ~
Sem alteracBes
(sequenciado 1275G>A (sequenciado
376/17 A Sem alteracBes 86,6% do exdo) 1541/20 A2 c. 87,6% do exdao)

Sem alteracdes

(heterozigotico)

Sem alteracdes




(sequenciado

(sequenciado

2776/17 B Sem alteracBes 87,6% do exdao) 2761/19  Sem alteracdes 87,6% do exao)
Sem alteracBes Sem alteracGes
€.1275G>A
(heterozigotico)
c.1242T>A (sequenciado 1275G>A (sequenciado
2782/17 A (mutagéo sinénima)  86,1% do exao) 2494/19 (h%terozi tico) 88,1% do exdo)
€.1243G>A Sem alteracGes g Sem alteracGes
(mutacdo ndo
sindnima)
(sequenciado
0, 3 R
119117 A CG1275G>A 85é61/407d20Te>XcaO) 3046/20  C-1275G>A sz(asig/l:%r;cga%)
(heterozigotico) : .~ (heterozigotico) ' -
(mutagéo néo Sem alteracdes
sin6nima)
c1275G>A (sequenciado (sequenciado
2671/17 : ol 88,1% do exdo) 2732/21 A2 Sem alteragbes 86,1% do exao)
(heterozig6tico) ~ ~
Sem alteracBes Sem alteracBes
030717 S1275G>A 8&523/:%?35%) 217120p CG1279G>A sgssg/gijgcgja%)
(homozigatico) ' ~ (heterozigotico) ' ~
Sem alteragBes Sem alteracdes
(sequenciado (sequenciado
610/17 0'1275.G,>.A 81,4% do exao) 3418/20  Sem alteracGes 86,6% do exao)
(heterozigotico) ~ ~
Sem alteragbes Sem alteracdes
c.lZélZléﬁflf_B;gsGC (sequenciado
R 87,6% do exdao) (sequenciado
1256/17 ~ (Mutacao ndo c.1408C>T 58520 C1279G>A g5 604 o exdo)
sindnima) (rﬁutagéo nao (heterozigotico) Se7m alteracOes
€.1275G>A sin6nima)
(homozigatico)
(sequenciado (sequenciado
3136/17 B C.1275G>A 88,1% do exdo) 79220B  Semalteracdes  85,6% do exdo)
(heterozigotico) ~ ~
Sem alteragBes Sem alteracdes
2400/17 ¢.1275G>A 8&523/5320551%) 3436/208  C1275G>A Se?cfriﬁ'eaéao
(homozigotico) ' ~ (homozigotico) ~
Sem alteracOes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
205/17  Semalteraghes  86,1%doexdo)  2297/19A C127OG>A g8 106 4o exdo)
~ (homozigotico) ~
Sem alteracOes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
1191/17 B €.1275G>A 87,6% do exiio)  2450/20 A  C1270G>A g6 5er o exido)
(heterozigotico) ' ~ (heterozigotico) ' ~
Sem alteracBes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
21217 A C1275G>A 87.6% doexao) 31327208  C1279G>A  gg 606 do exao)
(homozigético) ' ~ (heterozigotico) ’ ~
Sem alteracdes Sem alteracBes
(sequenciado (sequenciado
576/17 A C.1275G>A 85,6% do exdo) 2473/20 A Sem alteracdes 86,6% do exdao)

(homozigotico)

Sem alteracdes

Sem alteracdes




1500/17

€.1275G>A
(heterozigotico)

(sequenciado
87,6% do exdao)
Sem alteracBes

2134/19

€.1275G>A
(homozigbtico)

(sequenciado
87,6% do exao)
Sem alteracBes

3110/17 B

€.1275G>A
(heterozigotico)

(sequenciado
86,6% do exao)
Sem alteracBes

3008/19 A

€.1275G>A
(heterozigotico)

(sequenciado
86,1% do exao)
Sem alteracBes

937/17 B

c.1275G>A
(homozigotico)

(sequenciado
86,6% do exdo)
Sem alteracdes

3294/19

€.1275G>A
(heterozigotico)

(sequenciado
86,1% do exdao)
Sem alteracdes

576/17 B

c.1275G>A
(homozigético)

(sequenciado
85,6% do exdo)
Sem alteracdes

1725/20

€.1275G>A
(heterozigotico)

(sequenciado
88,1% do exdao)
Sem alteracdes

1725/20

€.1275G>A
(heterozigotico)

(sequenciado
88,1% do exdo)
Sem alteracdes




