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EXPRESSÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA DE C-KIT E DETECÇÃO DE 

INTERN TANDEM DUPLICATIONS NO EXON 11 EM MELANOMAS 

CANINOS CUTÂNEOS E DA CAVIDADE ORAL 

RESUMO: 

A c-Kit é um receptor transmembrânico de tirosina quinase, e é codificado pelo gene KIT. É 

demonstrado que a c-Kit participa de processos carcinogênicos em diversas neoplasias, 

apresentando expressões aberrantes e, por vezes, mutações no gene KIT. Dentre as mutações 

c-Kit já descritas, as ITD se destacam por culminarem com a ativação constitutiva da proteína 

em algumas neoplasias, adquirindo assim, uma importância no desenvolvimento de terapias-

alvo para o tratamento de alguns tipos de tumores. A expressão de c-Kit e mutações em seu 

respectivo gene já foram identificadas em diferentes tipos de melanoma, mas seu mecanismo 

de ação nessa neoplasia ainda carece de futuras investigações, tanto de humanos quanto em 

diferentes espécies animais. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo a avaliação da 

expressão imuno-histoquímica de c-Kit e sua correlação com os critérios histopatológicos de 

melanomas caninos orais e cutâneos tal como a identificação de mutações do tipo ITD no exon 

11 do gene KIT. Foram utilizados 80 casos de melanoma (26 orais e 54 cutâneos), fixados em 

formol e incluídos em parafina, selecionados do acervo do Laboratório de Patologia 

Comparada da UFMG. A expressão proteica da c-Kit foi avaliada por meio de imuno-

histoquímica para CD117 (Policlonal), correlacionando os resultados com as características 

histopatológicas tumorais e com o índice de proliferação celular obtido por meio de imuno-

histoquímica para Ki-67 (MIB-1). A identificação de polimorfismos do tipo ITD no exon 11 

foi avaliada por meio da técnica de PCR convencional.  Cerca de 35% dos melanomas 

apresentaram positividade para c-Kit. Nos casos cutâneos, houve correlação positiva dentre as 

avaliações imuno-histoquímicas para c-Kit e a proliferação celular (expressão de Ki-67), fato 

não observado em melanomas orais. Em relação à pesquisa de mutações ITD, nenhuma amostra 

apresentou tal alteração. Dessa forma, conclui-se que, apesar de presente tanto em melanomas 

orais e cutâneos em cães, a c-Kit desempenha um papel diferenciado em cada tipo de tumor, 

podendo estar intimamente relacionado à proliferação celular de tumores cutâneos. Além disso, 

a ausência de mutações ITD nessas amostras não descarta a inexistência de outras mutações 

gênicas, que, portanto, devem ser investigadas com um propósito compreender seu papel no 

desenvolvimento dessa neoplasia e gerarem possíveis alvos terapêuticos.   

Palavras-chave: c-Kit; melanoma; intern tandem duplication; dog. 



 
 

IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF C-KIT AND 

DETECTION OF EXON 11 INTERN TANDEM DUPLICATIONS- IN 

CUTANEOUS CANINE AND ORAL CAVITY MELANOMA. 

ABSTRACT: 

C-Kit is a transmembrane receptor tyrosine kinase, and is encoded by the KIT gene. It has 

already been shown that c-Kit participates in carcinogenic processes in several neoplasias, 

presenting aberrant expressions and, sometimes, mutations in the KIT gene. Among the c-Kit 

mutations already described, the ITDs stand out for culminating with the constitutive activation 

of the protein in some neoplasias, thus acquiring an importance in the development of target 

therapies for the treatment of some types of tumors. The expression of c-Kit and mutations in 

their respective gene have already been identified in different types of melanoma, but their 

mechanism of action in this neoplasia still lacks future investigations, both in humans and in 

different animal species. Thus, this work aimed to evaluate the immunohistochemical 

expression of c-Kit and its correlation with the histopathological features of oral and cutaneous 

canine melanomas such as the identification of ITD-like mutations in exon 11 of the KIT gene. 

We used 80 cases of melanoma (26 oral and 54 cutaneous), fixed in formaldehyde and included 

in paraffin blocks, selected from the collection of the Comparative Pathology Laboratory of 

UFMG. Protein expression of c-Kit was assessed by immunohistochemistry for CD117 

(Polyclonal), correlating its results with tumor histopathological characteristics and the cell 

proliferation index obtained by immunohistochemistry for Ki-67 (MIB- 1). The identification 

of ITD-like polymorphisms in exon 11 was evaluated by means of the conventional PCR 

technique. About 35% of melanomas were positive for c-Kit. In cutaneous cases, there was a 

positive correlation between immunohistochemical evaluations for c-Kit with cell proliferation 

(Ki-67 expression), a fact that was not observed among the oral cases. Regarding the research 

of ITD mutations, no sample presented such alteration. Thus, it is concluded that, although 

present in both oral and cutaneous melanomas in dogs, c-Kit plays a differentiated role in each 

type of tumor, and may be closely related to cellular proliferation in cutaneous tumors. 

Moreover, the absence of ITD mutations in these samples does not rule out the lack of other 

gene mutations, which, therefore, should be investigated with a purpose to understand their 

role in the development of this neoplasm and generate possible therapeutic targets. 

Keywords: c-Kit; melanoma; intern tandem duplication; dog. 
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1. INTRODUÇÃO 

Representando cerca de 5% dos cânceres de pele diagnosticados no Brasil em humanos, o 

melanoma possui alto nível de letalidade, sendo responsável por aproximadamente 85% dos 

óbitos decorrentes da manifestação de neoplasias cutâneas no país. Em humanos, a etiologia 

do melanoma está associada a características étnicas, genéticas e ambientais de cada indivíduo. 

O desenvolvimento da doença é mais comum em indivíduos caucasianos, com olhos claros e 

que sofrem maior exposição à radiação ultravioleta (MENDES; KOIFMAN, 2010). 

 

O melanoma, em geral, apresenta características similares em todas as espécies, portanto, 

estudos sobre essa neoplasia em animais pode contribuir para um melhor entendimento da 

biologia do câncer também em humanos (SMITH et al., 2016). Em cães, o melanoma 

compreende a neoplasia que mais acomete os olhos e a cavidade oral desses animais 

(CAMARGO; CONCEIÇÃO; COSTA, 2008). Na pele, essa neoplasia representa 0.8 a 2% de 

todos os tumores caninos cutâneos (NISHIYA et al., 2016).  

 

Trabalhos prévios que buscaram uma correlação entre a expressão/mutação no gene KIT e o 

desenvolvimento de melanomas caninos são escassos e apresentam resultados contraditórios. 

Sobre melanomas cutâneos em cães, Chu et al., (2013) mostraram que há a presença de 

expressão proteica de c-Kit tanto quanto a presença de mutações KIT presentes no éxon 11. Por 

outro lado, estudos conduzidos por Murakami et al., (2011) relataram a ausência de mutações 

KIT nos éxons 11 e 17, apesar de positividade quanto à expressão proteica. No mesmo ano 

(2012), estudos conduzidos por Newman et al. corroboraram com os estudos de Murakami et 

al. quanto à presença da expressão proteica de c-Kit em melanomas orais. Porém, esse 

apresentou resultados que indicam que, nesse tipo de neoplasia, a expressividade de c-Kit 

poderia ser considerada um bom fator prognóstico, levando à uma hipótese contrária do que é 

observado em outros tipos de neoplasias.  

 

Diante do aparente papel contraditório da c-Kit em melanomas, torna-se necessária a execução 

estudos que esclareçam a função biológica da proteína no desenvolvimento de neoplasias 

melanocíticas. É possível que a proteína apresente expressões proteicas aberrantes tal como 

mutações no gene KIT em melanomas caninos orais e cutâneos,  que podem estar 

correlacionadas com comportamentos diversos, como apoptose, diferenciação e proliferação 

celular, de acordo com o sítio primário da lesão. Dessa forma, estudos futuros poderão avaliar 

o papel, tanto prognóstico quanto preditivo, da c-Kit na espécie canina, contribuindo para o 
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desenvolvimento de terapias-alvo com uma melhor resposta terapêutica em melanomas dessa 

espécie.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1) O Melanoma 

O melanoma é uma neoplasia agressiva, que acomete os melanócitos. A doença se estabelece 

a partir do momento em que os melanócitos, devido às alterações genéticas, começam a se 

multiplicar de forma desordenada, iniciando processos de formações de novos vasos 

sanguíneos e disseminação (MILLER; JR, 2006). Os melanócitos possuem origem 

neuroectodérmica e, durante seu processo de maturação, migram da crista neural. O sítio de 

migração dessas células é majoritariamente a camada basal da epiderme, onde são responsáveis 

pela produção de melanina. Porém, também é possível encontrar melanócitos em regiões de 

mucosa, cavidade ocular, trato urogenital, leptomeninges e trato respiratório. Após migrarem 

da crista neural, os melanócitos produzem uma população de células tronco, processo 

responsável por sua renovação celular. Esse mecanismo confere aos melanomas uma 

característica agressiva e de alto índice de metástases (MORT; JACKSON; PATTON, 2015; 

TSAO et al., 2012). Frequentemente, no caso de melanomas, a disseminação ocorre para outros 

sítios do organismo, caracterizando assim o processo de metástase. A alta capacidade 

metastática do melanoma caracteriza o principal fator de letalidade dessa neoplasia (MILLER; 

JR, 2006). 

 

O melanoma cutâneo, quando comparado a outros sítios de ocorrência em humanos, é o subtipo 

de melanoma mais prevalente, correspondendo a cerca de 90% dos diagnósticos desse tipo de 

neoplasia (ALI; YOUSAF; LARKIN, 2013). Além disso, apesar de sua baixa prevalência 

quando comparado aos tumores de pele não-melanoma, sua incidência vem crescendo 

progressivamente, em todo o mundo, nas últimas décadas. A incidência nos anos 30 era de 

1:1500 (proporção entre indivíduos afetados e saudáveis, respectivamente), e em 2000 esses 

números aumentaram para 1:75. Nova Zelândia e Austrália lideram o ranking mundial de novos 

casos de melanoma por ano. Nesses países, em 2012, a taxa de novos casos dessa neoplasia foi 

de 35 casos para cada 100.000 habitantes, em cada um dos países (CLAESON, 2016). No 

Brasil, anualmente, são esperados cerca de 6.000 novos casos, resultando em 1.300 mortes 

(VAZQUEZ et al., 2015). Uma vez que o país apresenta grande diversidade demográfica, a 

incidência da neoplasia também varia de região a região, sendo as regiões sul e sudeste as mais 
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afetadas. No geral, o Brasil ocupa a posição de 15º entre os países com maior incidência desse 

tipo de neoplasia no mundo (BAKOS, 2006; WAINSTEIN; BELFORT, 2004).  

 

O melanoma é uma neoplasia multifatorial que, em sua maioria se estabelece a partir da junção 

de fatores etiológicos genéticos e também ambientais. Porém, alguns fatores, mesmo quando 

presentes isoladamente, não podem ser ignorados. Dentre as etiologias com mais importância 

clínica estão a predisposição hereditária e exposição aos raios UV, além de características 

específicas da pele de cada indivíduo e outros fatores como imunossupressão. Cerca de 8 a 

14% dos indivíduos diagnosticados com a doença possuem histórico familiar de melanoma e, 

além disso, acredita-se que cerca de 10% dos indivíduos afetados que apresentam mais de um 

melanoma primário, são portadores de uma alteração genética relacionada à predisposição 

hereditária (CARVALHO et al., 2004; LINDOR et al., 2008). Assim, O desenvolvimento da 

doença é mais comum em indivíduos caucasianos, com olhos claros e que sofrem maior 

exposição à radiação ultravioleta (CARVALHO et al., 2004; MENDES; KOIFMAN, 2010).  

 

Do ponto de vista clínico, a progressão do melanoma cutâneo não depende unicamente das 

características genéticas presentes nas células tumorais, mas também depende de fatores 

característicos do corpo do paciente, como por exemplo, a capacidade do sistema imune. Dados 

clínicos juntamente com experimentos realizados em modelos animais, sugerem que um 

sistema imune competente é um grande ponto a favor do paciente (JACOBS et al., 2012; 

LADÁNYI et al., 2007). No processo, tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida, 

participam ativamente. A partir da sinalização das células dendríticas, os linfócitos T 

citotóxicos são ativados e participam como principais componentes do sistema imune no 

combate contra a neoplasia (LADÁNYI et al., 2007). Outros dados também sugerem que as 

células B também participam ativamente na proteção do organismo contra o desenvolvimento 

do melanoma (CHIARUTTINI et al., 2017). Por outro lado, o papel dos macrófagos ainda não 

foi bem compreendido no caso de melanomas, e algumas pesquisas mostram dados 

controversos sobre o assunto (TÍMÁR, 2013). 

 

Melanomas orais são um subtipo de melanoma raro, com prevalência variando entre 0,2 a 8% 

de todos os casos de melanoma e que compreendem 0,5% de todas as neoplasias malignas 

orais. Apesar de sua baixa incidência, o melanoma oral apresenta um prognóstico mais 

desfavorável em relação ao cutâneo, apresentando um índice de sobrevida após 5 anos entre 

15-38%, mostrando-se assim potencialmente fatal (NADER MARTA et al., 2007; PADHYE; 
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D’SOUZA, 2011). Esse tipo de tumor se desenvolve de forma silenciosa, e muitas vezes, 

indolor, o que dificulta o diagnóstico no estágio inicial da doença. Mesmo quando apresenta 

lesões detectáveis, as características histopatológicas do tumor, principalmente quando esses 

não são pigmentados, se confundem com diversas outras neoplasias, dificultando o correto 

diagnóstico de melanoma (URATANI; VARGAS; JORGE, 2004). Além disso, e excisão 

tumoral pode ser difícil, devido à localidade da lesão, o que pode contribuir para o potencial 

letal dessa neoplasia (KAI-YUAN HSIAO, 2015). A maior agressividade do melanoma oral 

quando comparado ao cutâneo pode estar relacionado à sua posição anatômica, onde a 

proximidade com a estrutura óssea e musculatura da cabeça e do pescoço pode ser um fator 

facilitador para a disseminação tumoral nessas estruturas. Além disso, a alta vascularidade da 

mucosa oral pode estar relacionada com o alto número de metástases à distância encontradas 

nessa neoplasia. É relatado também, em pacientes com melanoma oral a alta ocorrência de 

metástases a distância no pulmão e/ou fígado (RAPIDIS et al., 2003).  Apesar do melanoma 

cutâneo estar relacionado à exposição a raios UV, a etiologia do melanoma de mucosa ainda 

não é bem compreendida. Algumas alterações genéticas, como a alterações relacionada à c-Kit, 

já foram relatadas, porém, aparentemente, essas alterações por si não seriam suficientes para 

iniciar o processo de malignidade, necessitando assim de outras alterações no microambiente 

celular (ALI; YOUSAF; LARKIN, 2013).  

 

No cão, essa neoplasia é comumente encontrada na cavidade oral, lábios, pele, olhos e dígitos, 

sendo a cavidade oral e a pele os sítios mais acometidos (NISHIYA et al., 2016). O melanoma 

é considerado a neoplasia que mais acomete a cavidade oral da espécie canina (BERGMAN, 

2007). O melanoma canino não apresenta predisposição relacionado ao sexo, e tendem a 

acometer raças que possuem a pele intensamente pigmentada (CAMARGO; CONCEIÇÃO; 

COSTA, 2008). Alguns aspectos moleculares do melanoma canino já foram estudos em caráter 

comparativo em relação a neoplasia em humanos, levando-se em consideração análises 

genéticas para CDK4, NRAS, BRAF, PTEN, GNAQ e KIT, porém, investigações mais 

aprofundadas são necessárias para a melhor compreensão sobre o desenvolvimento do 

melanoma nessa espécie (NISHIYA et al., 2016). 

 

Dentre os marcadores moleculares utilizados para avaliar a progressão do melanoma está o Ki-

67. O Ki-67 é uma proteína expressa em quase todas as fases do ciclo celular (não é expressa 

somente na fase G0) e trata-se de um biomarcador consideravelmente sensível que pode ser 

útil na avaliação prognóstica e no monitoramento terapêutico do paciente (ANTONIO et al., 
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2010; BROWN; GATTER, 2002; CARLSON et al., 2005; GIMOTTY et al., 2005). Estudos 

anteriores mostraram o uso do Ki-67 como um fator prognóstico independente, útil para avaliar 

o risco de desenvolvimento de metástases em melanomas (GIMOTTY et al., 2005). Além 

disso, a marcação imuno-histoquímica para Ki-67 é considerada mais fidedigna do que a 

contagem de mitoses na massa tumoral (WEINSTEIN et al., 2014). 

 

Além do índice de proliferação celular, outros critérios histopatológicos devem ser 

considerados na análise de melanomas. O melanoma pode apresentar duas principais variações 

de morfologia celular: células fusiformes e epitelióides. Aparentemente, tipos histológicos 

epitelióide apresentam maior alteração na cromatina, o que está relacionado a uma maior 

agressividade em neoplasias pigmentadas (CHI et al., 1993). Por vezes, tumores com 

predominância de células fusiformes tendem a apresentar tecido desmplásico entre seus 

componentes histológicos (WEISSINGER et al., 2014). A desmoplasia, considerada na 

medicina humana como um subtipo de melanoma e não somente um achado histológico, trata-

se da deposição de tecido conjuntivo fibroso em meio ao estroma tumoral. Ainda não se sabe 

se o aspecto possível desmoplásico dessa neoplasia confere um pior ou melhor prognóstico ao 

paciente (PASCHOAL et al., 2012). A presença de atividade juncional é descrita no melanoma 

humano como um subtipo chamado de melanoma lentiginoso. Esse tipo de atividade consiste 

na migração de melanócitos da camada basal da epiderme para a porção mais externa dessa 

mesma camada. Muitas vezes, o acúmulo de vários melanócitos fora da camada basal da 

epiderme é descrito como “melanoma in situ”. Por vezes, essa migração pode ocorrer também 

em lesões melanocíticias benignas, como em nevus lentiginosos (KING, 2011). Os tumores 

pigmentados tendem a apresentar um comportamento diverso aos tumores amelanóticos. Em 

humanos, os grânulos de melanina tumorais exercem influência sobre os melanócitos 

neoplásicos, facilitando o desenvolvimento de metástases (SLOMINSKI; ZMIJEWSKI; 

SLOMINSKI, 2015). Porém, na espécie canina, os tumores orais amelanóticos apresentam 

maiores índices proliferativos quando comparados aos pigmentados (TEIXEIRA et al., 2015). 

 

2.2) Desenvolvimento do Melanoma 

O nevo melanocítico benigno é resultado de uma superprodução de novos melanócitos que 

formam pequenos tumores, mas sem indícios de malignidade. Quase todos os indivíduos 

saudáveis apresentam nevos benignos ao longo da vida, e, na grande maioria, tais tumores não 

apresentam risco à saúde, mas, alguns estudos sugerem que indivíduos que apresentam grande 

quantidade de nevos, possuem maior predisposição a desenvolverem melanoma no futuro 
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(GOLDSTEIN; TUCKER, 2013). Estudos prévios mostraram que é possível a evolução de 

nevos displásicos para melanomas, portanto, esse tipo específico de lesão, além de um fator de 

risco, é considerado um precursor do melanoma cutâneo (DE SOUZA; FISCHER; DE 

SOUZA, 2004; GOLDSTEIN; TUCKER, 2013).   

 

Os melanomas de crescimento radial, vertical e metastático já são os tumores malignos 

propriamente ditos (MILLER; JR, 2006). Compreende-se como crescimento radial a fase em 

que a doença atinge a camada papilar da derme. Os tumores de crescimento vertical são mais 

invasivos que os de crescimento radial, e possuem maior probabilidade de se desenvolverem 

na forma metastática (BEDROSIAN et al., 2000).  

 

O melanoma pode apresentar diferentes tipos de metástases. O tumor pode se disseminar por 

via linfática ou hematogênica, mas a grande parte das metástases iniciais irá acontecer na 

drenagem dos linfonodos regionais. As metástases do tipo regional podem se apresentar como 

metástases satélites, que geralmente se localizam em locais de dois centímetros do sítio 

primário da doença, como metástases em trânsito, que é localizada entre o sítio inicial da 

doença e o linfonodo regional mais próximo da lesão. Além disso, pode-se apresentar também 

como metástase linfonoidal, quando o próprio linfonodo é acometido. Já as metástases distantes 

acometem locais que não são próximos do sítio inicial da neoplasia. Dentre os sítios mais 

comumente acometidos pela metástase à distância estão o tecido celular subcutâneo, o cérebro, 

fígado e pulmão (DIMATOS et al., 2009). Infelizmente, nos casos de melanomas, a camada 

cutânea da derme oferece uma grande rede de vasos capilares que podem ser utilizados como 

vias de disseminação do câncer. Diferentemente de outras neoplasias, a disseminação do 

melanoma ocorre pelos vasos sanguíneos e linfonodos já presentes no tecido, sendo prioritária 

para a formação de novos vasos (angiogênese) para se espalhar (TÍMÁR, 2013). 

 

Inúmeras alterações genéticas ocorrem na transformação neoplásica de melanócitos, entre elas 

a modificação no gene P53, um gene responsável pelo reparo de mutações ou indução de 

apoptose nos casos em que os danos gênicos são irreparáveis (OZAKI; NAKAGAWARA, 

2011). Testes imunohistoquímicos encontraram uma expressão aumentada de P53 em lesões 

pré-cancerosas de neoplasias de pele do tipo não-melanoma. Por outro lado, quando os ensaios 

foram direcionados a neoplasias do tipo melanoma, os resultados foram variados. Pode-se 

encontrar uma grande variação da expressão de P53dentre as amostras de melanoma, o que nos 

leva a crer que outros processos estão relacionados a esse tipo de carcinogênese, como a 
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ativação de outros proto-oncogenes (DE SOUZA; FISCHER; DE SOUZA, 2004; RO et al., 

1993; WEISS et al., 1995).  

 

Após os danos no DNA, as células neoplásicas sofrem ação de outros fatores para continuar 

sua progressão. A proteína quinase ativadora de mitose pode ser indevidamente ativada, 

levando assim à reprodução das células melanocíticas. A ativação dessa via pode resultar em 

mutações do tipo NRAS e BRAF. Essas mutações estão presentes em 15 e 50% dos melanomas 

diagnosticados, respectivamente (MILLER; JR, 2006). As mutações BRAF estão relacionadas 

ao diagnóstico de melanoma em indivíduos jovens e que não tiverem exposição crônica à 

radiação UV. Por outro lado, a presença de mutações dos tipos NRAS 31 está associada ao 

desenvolvimento de tumores nas extremidades do corpo. Atualmente, BRAF e NRAS estão 

sendo estudadas como alvos terapêuticos no tratamento do melanoma (EKEDAHL et al., 

2013).  

 

Além das mutações NRAS e BRAF, outras mutações como KIT, PTEN, CDKN2A (P16), e mais 

recentemente, MITF, MEK1, MEK2, GNAQ e GNA11 já foram identificadas como possíveis 

alterações de levariam ao desenvolvimento de diferentes subtipos de melanoma humano 

(HODIS et al., 2013; MEHNERT; KLUGER, 2015; SAINI et al., 2012; TSAO et al., 2012). 

Contudo, estudos mais aprofundados, correlacionando com outros marcadores prognósticos 

associados, local de ocorrência, relação com sobrevida precisam ser explorados em maior 

profundidade.  

 

2.3) c-Kit e Neoplasias 

c-Kit é um receptor transmembrânico de tirosina quinase e é codificado pelo gene KIT que está 

localizado no cromossomo humano 4q12 (MATTEI, 1987; SAINI et al., 2012; SEBOLT-

LEOPOLD; ENGLISH, 2006). A primeira identificação dessa molécula ocorreu em um vírus 

responsável pelo desenvolvimento de leucemias em felinos e posteriormente foi identificada 

também em camundongos (DECASTRO et al., 1994).  O mecanismo de ação do c-Kit é 

complexo, e seu correto funcionamento apresenta importante papel na regulação homeostásica 

e do desenvolvimento de diversos tipos celulares, incluindo células hematológicas, 

germinativas e melanocíticas. Estudos realizados com camundongos, em que houve um 

bloqueio da expressão do c-Kit, mostraram que as cobaias se apresentaram com diminuição da 

pigmentação do pelo, inférteis e anêmicos (GRICHNIK, 2006). Por ser uma molécula essencial 

para o crescimento e maturação dos melanócitos, sua expressão pode ser relacionada ao 
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desenvolvimento do melanoma. Em neoplasias, mutações oncogênicas permitem que o c-Kit 

se ligue a vários substratos, e esse processo acarreta em diversas alterações celulares que podem 

favorecer o crescimento tumoral (LENNARTSSON; RONNSTRAND, 2012; LIN et al., 2006; 

RIVERA et al., 2008). Além disso, a análise c-Kit, que atua como um receptor de fator de 

crescimento em melanomas, se faz útil devido à sua importância na migração e diferenciação 

dos melanócitos em sua fase embrionária (MARTÍ; SOROLLA; YERAMIAN, 2012). 

 

Ativações mutacionais no gene KIT estão relacionadas ao aparecimento de diversas neoplasias, 

tais como leucemias, neoplasias do trato gastrointestinal, e neoplasias de células germinativas 

(WILLMORE et al., 2004). As características das mutações são diversificadas, podendo se 

apresentar como substituições de bases nitrogenadas ou até mesmo como complexos processos 

de inserções e deleções (CORLESS et al., 2002; RIVERA et al., 2008; WILLMORE et al., 

2004). O principal ligante do c-Kit, o fator de células tronco, constitui o receptor proteico que, 

segundo Carvajal et al., (2011), “sofre dimerização, autofosforilação e ativação de várias vias 

de sinalização, dessa forma, mediando o crescimento das células tumorais, a proliferação, 

metástase e inibição da apoptose.” Para Martí et al. (2011), a entendimento do papel da c-Kit 

no desenvolvimento de neoplasias é importante, mas não deve ser avaliado de forma isolada. 

É necessário compreender a associação da c-Kit com outros tipos de mutações e quais 

alterações celulares poderão predispor ao aparecimento da doença.  

 

A proteína possui cinco domínios do tipo imunoglobulina, que são codificados pelos éxons de 

número um ao nove, que fazem parte da composição do domínio extracelular da molécula. 

Possui também um domínio transmebrânico que é codificado pelo éxon 10, e um domínio 

intracelular, que são comandados pelos éxons 11 ao 21. O domínio intracelular pode ser 

separado em duas categorias distintas: domínio justamebranar de regulação negativa e domínio 

citoplasmático de tirosina quinase (LETARD et al., 2008). Como resultado de um splicing 

alternativo, duas isoformas da c-Kit já foram encontradas tanto em humanos quanto em 

camundongos, e mais recentemente, em cães. As duas isoformas se diferem pela presença ou 

ausência de 4 resíduos de aminoácidos (chamados de GNNK) na porção justamembranar da 

proteína. Existe grande variação entre a distribuição das diferentes isoformas em diferentes 

tecidos, e, apesar de o papel desempenhado pelas diferentes isorformas ainda não serem claros, 

alguns trabalhos indicam uma predominância da isoforma GNNK- em algumas neoplasias 

(CHEN et al., 2016; LETARD et al., 2008). De acordo com estudos anteriores, a isorforma 

GNNK- está é predominante no mieloma múltiplo humano (MONTERO et al., 2008). Na 
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mastocitose sistêmica, a c-Kit GNNK- aparenta conferir resistência das células neoplásicas em 

relação aos tratamentos convencionais (CHAN et al., 2013). No cão, recentemente foi 

reportado uma maior incidência da isoforma GNNK- em hemangiossarcomas (CHEN et al., 

2016). Essas isoformas também foram descritas em melanomas, sendo sugerido que a avaliação 

de suas distribuições pode auxiliar na predição de sensibilidade à drogas usadas no tratamento 

dessa neoplasia (PHUNG; STEINGRÍMSSON; RÖNNSTRAND, 2013). 

 

Estudos realizados por Xu et al, (2014), avaliaram a frequência de mutações KIT nos éxons 2, 

9, 10, 11, 13, 14, 15, 17 e 18, em tumores gastrointestinais. Das mutações encontradas, a maior 

parte presente no éxon 11 - sendo do tipo deleção, troca de sentido e inserção - pertenciam aos 

domínios transmebranico e citoplasmáticos, que é o componente do domínio de regulação 

enzimática. Os resultados encontrados sugerem que a proteína c-Kit possui grande importância 

na progressão e regulação de neoplasias gastrointestinais. 

 

Amplificações e mutações KIT são encontradas também em tumores gastrointestinais. Estudos 

realizados por Demetri et al., (2002) mostraram que a utilização de drogas inibidoras de c-Kit 

constitui uma via favorável de tratamento para aqueles indivíduos que são portadores de 

mutações KIT e que possuem resistência a outros tratamentos, como a quimioterapia. Nesse 

estudo, foram avaliados 147 pacientes, e, após o tratamento de imatinib, mesmo considerando 

que grande parte dos pacientes estudados já apresentava extenso quadro de metástase, 88% dos 

pacientes ainda estavam vivos após um ano de início do tratamento. No ano 2000, estudos 

similares conduzidos por DeMatteo et al., mostrou que os pacientes com tumores metastáticos 

tratados com imatinib obtiveram uma média de sobrevivência de 19 meses. Pacientes que, além 

de metástase apresentava também recorrência local da doença, a média de sobrevida foi menor, 

mas ainda significativa (nove meses). 

 

Em 2010, Tetsu et al., estudaram alterações genéticas de origem KIT em carcinomas de 

adenóides císticos de glândulas salivares. Foram analisadas 17 amostras em que, 15 das 

amostras, o que corresponde a 88%, apresentaram expressar a proteína c-Kit. Dentre os 

resultados positivos, foi-se ainda avaliado a presença de mutações na proteína. O estudo 

avaliou, através do método de reação em cadeia da polimerase (PCR), os produtos dos éxons 

9, 11, 13 e 17. No resultado da análise mutacional, foram encontradas duas mutações do tipo 

de troca de sentido, localizadas nos éxons 13 e 17. Ao final dos experimentos, os autores 

concluíram que, apesar de a expressão da c-Kit ser um fator importante na iniciação desse tipo 
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de neoplasia, a mesma não é responsável pela manutenção desse tipo de tumor. As avaliações 

mutacionais da proteína c-Kit geralmente são realizadas nos éxons 9, 11, 13 e 17, e isso se deve 

ao fato que, em neoplasias como seminomas, leucemias e neoplasias do trato gastrointestinal, 

as alterações relacionadas ao ganho de função da molécula são encontradas nas regiões a que 

esses éxons pertencem (HIROTA et al., 1998). 

 

Dentre as mutações de relevância que podem ser encontradas no éxon 11, estão as mutações 

KIT denominadas Intern Tandem Duplication (ITD). Tais mutações consistem na repetição de 

uma sequência de bases nitrogenadas, podendo variar seu tamanho de 3 a 79 pares de base (pb) 

(JONES, 2004). A presença dessa mutação resulta na autofosforilação da proteína, gerando 

uma ativação constitutiva da c-Kit, mesmo na ausência do fator de células tronco (stem cell 

fator – SCF). Esse tipo de mutação já foi identificado em tumores gastrointestinais humanos, 

sugerindo uma relação entre a presença de ITDs e um melhor prognóstico do paciente 

(LASOTA et al, 2003; JONES, 2004). De forma controversa, na medicina veterinária, ITDs 

estão intimamente relacionadas a um pior prognóstico em mastocitomas caninos, onde cerca 

de 30 a 50% dos tumores que apresentam a mutação são classificados como auto grau e 

possuem maior chance de recorrência após excisão cirúrgica (ZAVODOVSKAYA, 2004; 

AMAGAI, 2013; THOMPSON, 2015; JONES, 2004).  

 

 

2.4) c-Kit e o Melanoma  

A presença de mutações e do aumento da expressão de c-Kit em melanomas ainda é 

controverso. Melanomas humanos de muscosa, acrais e cutâneos não-induzidos por exposição 

crônica ao sol apresentaram mutações KIT, porém, nenhuma alteração foi encontrada em 

melanomas cutâneos induzidos por exposição solar crônica (CURTIN et al, 2006).  

 

Ainda existem muitas contradições em relação à expressão da c-Kit e mutações KIT em 

melanomas primários e metastáticos. Avaliações sobre a expressão de c-Kit em ambos os 

melanomas mostraram que, a expressão da proteína tende a diminuir com a progressão da 

doença, e que essa menor expressão seria um fator importante para a transição da fase de 

crescimento radial para a fase mais invasora, de crescimento vertical da doença (BAR-ELI, 

2001). Concordando com as afirmações de Bar-Eli, outro estudo realizado por Aslani et al., 

(2015) avaliou a expressão de c-K em 50 amostras, incluindo melanomas cutâneos e de mucosa, 

tanto em suas formas primárias como metastáticas. Nesse estudo, os tumores metastáticos 
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apresentaram menor expressão de c-Kit quando comparados aos tumores primários cutâneos e 

de mucosa. Estes estudos, porém, contrastam pesquisas anteriores em que foi encontrado alta 

expressão de c-Kit em melanomas de mucosa metastáticos (CARVAJAL et al., 2011; SARI 

ASLANI; GERAMIZADEH; DEHGHANIAN, 2015; SATZGER et al., 2008). 

 

2.5) Uso de Inibidores de c-Kit Como Tratamento do Melanoma  

 Mutações KIT são frequentes em melanomas de mucosa ou acrais. Por esse motivo, drogas 

que levam à inibição do gene KIT são candidatas a comporem uma nova terapia contra o 

melanoma. Devido ao fato de os chineses, diferentemente de outras populações, apresentarem 

alto índice de melanomas acrais e de mucosa e, sendo a mutação KIT um dos tipos de mutações 

mais prevalentes em asiáticos, investigações sobre terapia alvo para c-Kit é uma das prioridades 

nessa população (KONG et al., 2011). Estudos prévios avaliaram o uso do imatinib em 

pacientes de melanoma que apresentavam expressão positiva para c-Kit e/ou mutações no gene 

KIT. Foi-se observado uma resposta clínica em cerca de 50% dos pacientes, com maior eficácia 

no grupo que apresentava mutações KIT. No mesmo trabalho, foi sugerida a hipótese de que a 

presença de mutações NRAS poderiam estar associadas à resistência do tumor contra inibidores 

de tirosina quinase (HODIS et al., 2013).  

 

Guo et al. (2011) também desenvolveu ensaios clínicos sobre o uso de imatinib em pacientes 

com melanomas. Em seu trabalho, foram avaliados o uso do fármaco em pacientes com 

melanoma mestastáticos que expressão c-Kit e/ou apresentavam mutações no gene KIT. De 

forma geral, maior parte dos pacientes tiveram regressão do tamanho do tumor ou uma 

desaceleração na progressão na neoplasia.  

 

O número de ensaios clínicos utilizando inibidores de c-Kit em melanomas tendem a crescer 

em todo o mundo. Através desses ensaios, espera-se identificar fatores que influenciam na 

sensibilidade ou na resistência dos diferentes tipos de fármacos inibidores de c-Kit e 

desenvolver novos inibidores que possam auxiliar na terapia de melanomas metastáticos, 

considerando qual o tipo de mutação que possui melhor resposta a cada tipo de fármaco. Além 

disso, estudos atuais procuram identificar se existem variações clínicas relacionadas a 

diferentes prognósticos em casos em que só há amplificações c-Kit, casos em que só há 

mutações e casos que ambas alterações estejam presentes além de também compreender os 

mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento de resistência dos tumores aos fármacos 

(MARTÍ et al., 2011). 
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3. JUSTIFICATIVA 

Por se tratar de uma neoplasia agressiva, de alta letalidade e de difícil tratamento, o 

diagnóstico precoce em cães compõe um fator importante para o aumento da sobrevida 

do animal. Muitos pacientes não respondem bem aos tratamentos convencionais 

aplicados ao melanoma e a ressecção cirúrgica do tumor, dependendo da sua localização 

e grau de extensão, pode comprometer a qualidade de vida do animal. Portanto, estudos 

que relacionam a c-Kit ao desenvolvimento neoplásico do melanoma devem ser 

estimulados com a finalidade de melhorar a avaliação do quadro prognóstico do 

paciente e também com o intuito do desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas 

baseadas na inibição do receptor de tirosina quinase. Além de beneficiar a qualidade de 

vida dos cães portadores dessa neoplasia, estudos posteriores poderão utilizar tais 

resultados como base comparativa para pesquisas relacionadas ao melanoma humano.  

 

4. HIPÓTESE 

A expressão da c-Kit pode estar relacionada a mutação no éxon 11 do tipo ITD e se 

correlacionar com características histológicas de comportamento agressivo em melanomas 

cutâneos e orais em cães.  

 

 

 

5. OBJETIVO GERAL 

Determinar a expressão da c-Kit a ocorrência de mutações do tipo ITD no exon 11 e sua relação 

com características histopatológicas melanomas cutâneos e da mucosa oral em cães.  

 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Classificar, de acordo com os critérios histopatológicos empregados em 

diagnósticos e caninos, melanomas caninos (cutâneo e oral, 

pigmentado e não pigmentado). 

• Caracterizar a expressão imuno-histoquímica Ki-67 e c-Kit em células 

neoplásicas de melanomas caninos (cutâneo e oral). 

• Identificar a presença de ITD no éxon 11 do gene KIT em amostras de melanoma canino 

oral e cutâneo.  
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• Correlacionar a expressão de c-Kit com os parâmetros histopatológicos em melanomas 

caninos cutâneos e orais. 

• Correlacionar a expressão de c-Kit com o índice de proliferação celular (Ki-67) em 

melanomas caninos cutâneos e orais. 

 

7. MATERIAIS E MÉTODOS 

7.1) Avaliação e classificação histológica 

Para a execução desse trabalho foram utilizadas 80 amostras de melanoma canino (26 orais e 

54 cutâneos), obtidas do acervo do Laboratório de Patologia Comparada, do Departamento de 

Patologia Geral, da Universidade Federal de Minas Gerais. Todas as amostras foram fixadas 

em formal tamponado e armazenadas em blocos de parafina. Foram utilizados os casos obtidos 

através da excisão cirúrgica dos tumores entre os anos de 2006 e 2017. Para a avaliação 

histológica, foram preparadas lâminas contendo cortes contendo 4μm de cada amostra. 

Posteriormente, os casos foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e avaliados, de forma 

independente, por dois patologistas experientes para a confirmação do diagnóstico e 

subsequente classificação histológica seguindo os critérios do International Histological 

Classification of Tumors of Domestic Animals, estabelecido pela Organização Mundial de 

Saúde. O trabalho foi realizado de acordo com os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, submetido com número de 

protocolo 08/2016. 

 

Dentre as características histopatológicas, foram avaliados o grau de pigmentação do tumor – 

através de uma escala sem quantitativa que apresentava os escores 0 (não-pigmentado), 1 

(pigmentação de até 25% das células tumorais), 2 (pigmentação de 26-50% das células 

tumorais) e 3 (mais de 50% das células tumorais apresentando pigmento) –, a morfologia das 

células tumorais (fusiformes, apresentando morfologia semalhante aos fibroblastos, ou 

epitelióides, apresentando morfologia mais arredondada), presença de atividade juncional 

(apresentando o padrão pagetóide e/ou lentiginoso), presença de desmoplasia e evidência de 

invasão vascular tumorais (êmbolo neoplásico). 

 

7.2) Procedimento da imuno-histoquímica  
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Para a imunoistoquímica, foram realizados cortes de 4μm, que foram fixados em lâminas 

gelatinizadas para maior adesão. Foram realizados ensaios para a avaliação de Melan-A (clone 

A103, diluição 1:100) e Melanoma Antigen (clone PNL-2, diluição 1:100) (ambos utilizados 

para a confirmação diagnóstica de melanoma em tumores amelanóticos e pigmentados), 

CD117 (c-kit) (clone CD117, diluição 1:800) e Ki-67 (avaliação do índice proliferativo) (clone 

MIB-1, diluição 1:50). O experimento foi realizado através do método do complexo 

estreptavidina-peroxidase. Primeiramente, todas às lâminas foram submetidas ao processo de 

desparafinização, através de banhos de 15 minutos em dois recipientes contendo Xilol, e 

reidratação, através de banhos de 3 minutos em álcoois com diluições decrescentes (100, 90, 

80 e 70%) e 10 minutos em água destilada. A recuperação antigênica foi realizada através de 

calor pressurizado (Pascal®), com solução de citrato pH 6,0 (DakoCytomation Target Retrieval 

Solution) diluído a uma concentração de 10%, a uma temperatura de 125⁰C por 40 minutos, e 

posteriormente resfriado em temperatura ambiente por 20 minutos. Todos as lâminas foram 

incubadas com os respectivos anticorpos primários, por um período de 18 horas (overnight), a 

4⁰C, de acordo com a Tabela 1. A amplificação da reação foi realizada através do sistema de 

amplificação comercial Novolink (Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, 

Newcastle upon Tyne, UK) de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. A reação 

entre antígenos e anticorpos foi realizada através da revelação com o cromógeno 3.3’ 

tetraclorido de diaminobenzidina (DAB) (Dako) por 3 minutos. Após a lavagem do cromógeno, 

os tecidos foram contra corados por Giemsa, diluído a 20%, por um período de 30 minutos. 

Posteriormente, as lâminas foram submetidas a um processo de diferenciação em ácido acético 

glacial a 1% e álcool isopropílico, desidratadas e montadas com Entellan® (Merck).  

 

Para a obtenção dos controles negativos, os respectivos anticorpos primários foram substituídos 

por tampão fosfato-salino (PBS). Como controle positivo interno para Melan-A, Melanoma 

Antigen e Ki-67 foi-se observado a marcação positiva do epitélio basal epiderme. Para o 

CD117 (c-kit), a marcação positiva de mastócitos foi utilizada como controle positivo.  

 

Tabela 1. Anticorpos utilizados no procedimento de imuno-histoquímica e suas respectivas 

especificações. 

Anticorpo Fonte Clone Amplificação Recuperação 

KI-67 DAKO MIB-1 Novo-Link Citrato + Calor pressurizado 

CD117 (c-kit) DAKO Policlonal Novo-Link Citrato + Calor pressurizado 
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Melan-A DAKO A103 Novo-Link Citrato + Calor pressurizado 

Melanoma 

Antingen 
Santa Cruz PNL-2 Novo-Link Citrato + Calor pressurizado 

 

7.3) Interpretação da imuno-histoquímica  

Positividade para Melan-A e PNL-2 foi identificada através da presença de marcação 

citoplasmática de cor amarronzada e sua avaliação se deu pela abordagem semiquantitativa 

(SMEDLEY et al., 2011). Para a determinação do índice proliferativo por meio da imuno-

histoquímica para Ki-67, foi realizado a identificação de áreas hot spots no tumor, onde foram 

contadas um total de 500 células tumorais, em uma magnificação de 400x. Dentro do total de 

células contadas, foi-se realizado o cálculo de porcentagem do número de células que 

apresentavam marcação citoplasmática amarronzada, obtendo-se assim, o índice proliferativo 

daquela amostra.  

 

Células c-Kit positivo foram avaliadas de acordo com o percentual de células marcadas, 

assumindo os seguintes escores semiquantitativos: 0 = <5%, 1 = 5 – 50%, 2 = 51 – 95% e 3 = 

≥95% das células marcadas (TORRES-CABALA et al., 2014); de acordo com a intensidade 

da marcação, considerando 0 = ausência de marcação (-), 1 = marcação fraca (+), 2 = marcação 

moderada (++) e 3 = marcação forte (+++); e também de acordo com o sítio celular que 

apresenta a marcação, sendo padrão KIT 1 = marcação estritamente associada à membrana 

celular, padrão KIT 2 = marcação citoplasmática, apresentando padrão de marcação focal, 

perinuclear ou pontilhado, padrão KIT 3 = marcação citoplasmática difusa. Nos casos em que 

amostras apresentaram marcação simultânea em diferentes sítios celulares, prevaleceu o padrão 

KIT de maior número (KIT 3> KIT 2 > KIT 1), sendo necessário, porém, que pelo menos 10% 

das células tenham apresentado as características descritas para o padrão KIT designado 

(KIUPEL et al., 2004). 

 

 

7.4) Identificação de polimorfismos 

Para a identificação de polimorfismos no gene KIT, foi realizado um ensaio de reação em cadeia 

da polimerase (PCR). Para isso, foi-se realizada a extração de DNA das amostras fixadas em 

formal, armazenadas em blocos de parafina, através da utilização do RecoverAll™ Total 

Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion), seguindo-se as instruções fornecidas pelo fabricante. 

Após extração, o DNA obtido foi quantificado e teve sua relação de absorbância em 280/260nn 
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avaliados através do NanoDrop Nucleic Acid Quantification (Thermo Fisher Scientific). Foram 

selecionadas as amostras que apresentaram uma concentração de DNA superior a 25ng/µL e 

aquelas que apresentaram um valor de relação de absorbâncias superior a 1.5.  

 

Para o procedimento de PCR e possível identificação de ITD, foi usado o par de primers 

(THOMPSON et al., 2016) descritos na Tabela 2, que contém a sequência correspondente ao 

éxon e íntron 11 do gene KIT. Como controle positivo da reação, foram utilizadas sequências 

de GAPDH, especificamente desenhados para a espécie canina. 

 

Tabela 2. Primers, forward e reverse, do gene KIT utilizados para a identificação de 

polimorfismos. 

 Sequência do primer Tamanho do produto (pb) 

c-Kit forward 5’ CCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAG 3’ 190bp 

c-Kit reverse 5’ GTT CCC TAA AGT CAT TGT TAC ACG 3’  

 

O volume total da reação para cada amostra foi de 25µL, contendo 1µL de DNA, possuindo 

uma concentração mínima de 25ng/µL e uma concentração média dentre as amostras de 

100ng/µL. Além disso, para cada caso foram utilizados 0,5µL do primer c-Kit foward e 0,5µL 

do primer c-Kit reverse; 0,5µL de Amplitaq (AmpliTaq Gold DNA Polymerase, Thermo Fisher 

Scientific); 0,5µL de desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP-mix) e 2,5µL de tampão para PCR. 

Foram-se realizados 40 ciclos, seguindo as seguintes condições: 95⁰C por 2 minutos, 95⁰C por 

15 minutos, 57⁰C por 30 segundos, 72⁰C por 30 segundos e 72⁰C por 5 minutos. Os produtos 

da amplificação foram visualizados através de eletroforese de gel de poliacrilamida a 10%. 

 

Após a eletroforese, a presença de ITD poderia ser identificada através da inserção de 3 – 79pb 

no produto da amplificação, resultando em um produto total de tamanho variando entre 193 – 

269pb, em contraste com o KIT wild type, que possui um produto de tamanho de 190pb (JONES 

et al., 2004; THOMPSON et al., 2016).  

 

7.5) Análise Estatística 

Para a análise estatística, foi utilizada o software InStat (GraphPad Software), versão 3.0. O 

teste de correlação de Spearman foi utilizado para estimar a relação entre os critérios de 

marcação da expressão imuno-histoquímica para c-Kit com os diferentes parâmetros 

histológicos avaliados. Com o objetivo de ser avaliar as proporções tal como as possíveis 
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divergências entre as frequências observadas para cada variável, foram utilizados os testes de 

Qui-Quadrado e o Teste Exato de Fisher. Os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram 

utilizados para a comparação de média entre dados não paramétricos do estudo. Foram 

consideradas resultados estatisticamente significativos aqueles que apresentaram P≤0,05.  

 

8. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados serão apresentados na forma de artigo científico que se encontra na norma do 

periódico ao qual será submetido. 

 

Artigo: Expressão de c-Kit e identificação de ITD em melanomas caninos orais e cutâneos. 

Este trabalho será submetido ao BMC Veterinary Research, que possui Qualis CAPES B2 na 

área de avaliação Medicina II e fator de impacto de 2.07. 
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Abstract 

C-Kit, a transmembrane receptor tyrosine kinase, participates in carcinogenic processes in 

several neoplasias, presenting aberrant expressions and, sometimes, mutations in the KIT gene, 

already described as the ITDs. The expression of c-Kit and mutations in their respective gene 

have already been identified in different types of melanoma, but their mechanism of action in 

this neoplasia still lacks future investigations. Thus, this work aimed to evaluate the 

immunohistochemical expression of c-Kit and its correlation with the histopathological 

features of oral and cutaneous canine melanomas such as the identification of ITD-like 

mutations in exon 11 of the KIT gene. We used 80 cases of melanoma (26 oral and 54 

cutaneous), fixed in formaldehyde and embedded in paraffin, selected from the collection of 

the Comparative Pathology Laboratory of UFMG. Protein expression of c-Kit was assessed by 

immunohistochemistry for CD117 (Polyclonal), correlating its results with tumor 

histopathological characteristics and the cell proliferation index obtained by 

immunohistochemistry for Ki-67 (MIB- 1). The identification of ITD-like polymorphisms in 

exon 11 was evaluated by means of the conventional PCR technique. About 35% of melanomas 

were positive for c-Kit. Among cutaneous cases, there was a positive correlation between 

immunohistochemical evaluations for c-Kit with cell proliferation (Ki-67 expression), a fact 

that was not repeated when only oral cases were evaluated. Regarding the research of ITD 

mutations, no sample presented such alteration. Thus, it is concluded that, although present in 

both oral and cutaneous melanomas in dogs, c-Kit plays a differentiated role in each type of 

tumor, and may be closely related to cellular proliferation in cutaneous tumors. Moreover, the 

absence of ITD mutations in these samples does not rule out the lack of other gene mutations, 

which, therefore, should be investigated with a purpose to understand their role in the 

development of this neoplasm and generate possible therapeutic targets. 

Keywords: c-Kit; melanoma; intern tandem duplication; dog. 
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Background 

Melanoma is the most aggressive type of skin cancer and its incidence has been raising 

worldwide annually, especially among Caucasian population [1,2]. Besides the epidermis, this 

cancer may develop from any anatomic site that contains melanocytic cells, as respiratory tract, 

urogenital, gastrointestinal tract and oral mucosa [3,4]. According to the Nacional Cancer 

Institute, in 2017 are expected more than 87,000 new cases of cutaneous melanoma just in the 

United States, with a death estimation of 9,730 from those. On the other hand, the oral 

melanoma has a 5-year survival rate ranging from 15% to 38% [5]. 

 

Due to the increasing number of people diagnosed with this disease and to its malignancy 

potential, the study of this tumor in animals are valuable and necessary for a better 

understanding of its biology and behavior at a molecular level. In this way, the dog is a useful 

tool in melanoma’s comprehension, considering that it allows deep studies about tumors 

spontaneously developed in those animals besides to the fact that this species neoplasms often 

share, with humans, many histopathological features, signaling pathways and etiological 

factors, what make them comparable at a molecular level [6]. Besides that, veterinarian studies 

about this disease are still scarce, so, more researchers about this type of cancer in dogs are 

needed.  

 

Oral melanoma is the most common canine neoplasm that affects the oral cavity. It presents a 

very diverse biologic behavior, poor prognosis and it may be found in gingiva, lips, tongue and 

hard palate. About the cutaneous type, it represents approximately 7% of all malignant 

neoplasms diagnosed in the skin of dogs [7,8]. To determine the prognostic values, the use of 

immunohistochemistry essays for KI-67 is already well established, as well as the evaluation 

of the mitosis index by analyzing the tumor tissue under H&E staining. Because they both are 

associated with cell proliferation, high scores of it indicate a poorer prognosis in melanoma 

[9]. Besides that, the analysis of alterations in some genes, as NRAS, BRAS, and KIT, is useful 

not just as a prognostic, but also as a predictive value [10].  

 

c-Kit is a transmembrane receptor of tyrosine kinase, encoded by the KIT gene that is located 

on the human chromosome 4q12 [11,12]. It has the Stem Cell Factor (SCF) as a ligand, and it 

belongs to the plate-derived growth factor family of the tyrosine kinases [13]. The mechanism 

of action of C-KIT is complex, and its correct functioning plays an important role in the 
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homeostatic regulation and development of several cell types, including hematological, 

germinative and melanocytic cells.  

 

Mutations in the KIT gene are related to the appearance of several neoplasms. The mutations 

are diverse and may occur as a gain or loss of function mutation. More than 500 diverse c-Kit 

mutations have been already described in human’s tumors, but it is still unknown the amount 

of them that work as a driver mutation in the neoplastic process. In canine mast cell tumors, 

internal tandem duplications (ITD), localized in exon 11 of the juxtamembrane domain of KIT 

have been already investigated. This alteration can lead to an autophosphorylation of KIT 

without the presence of SCF binding [14,15].  

 

For a better understanding of melanoma mechanisms in dogs and also to increase the 

comprehension of the c-Kit as a predictive and prognostic tool in these tumors, the present 

study attempts to evaluate the immunohistochemistry expression of c-Kit as well as identify 

the presence of ITD in canine, cutaneous and oral, melanomas.  

 

1. Material and Methods  

Histologic evaluation and classification 

 

The tissues obtained for this study consisted of 80 canine melanomas (26 oral and 54 

cutaneous) retrieved from the archive of the Comparative Pathology Laboratory, Department 

of Pathology, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil. Sections of 4-μm 

sections from formalin-fixed and paraffin-embedded tissues were stained with hematoxylin and 

eosin (H&E). Each sample was re-examined independently by two pathologists (E.F. and T.S.) 

to confirm the diagnosis according to the criteria of the International Histological Classification 

of Tumors of Domestic Animals established by the World Health Organization. 

 

The following clinicopathological features evaluated the degree of pigmentation, as well its 

presence or absence, the morphology of neoplastic cells (spindle or epithelioid), the presence 

of junctional activity (lentiginous and pagetoid types), desmoplastic tissue and tumor vascular 

invasion. Pigmentation degree was estimated by a subjective scale ranging from 0 (non-

pigmentation), 1 (pigment until 25% of neoplastic cells), 2 (pigmentation in 26-50% of 

neoplastic cells) to 3 (pigment in >50% of neoplastic cells).   
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Immunohistochemistry procedure  

 

For immunohistochemistry, 4μm sections were prepared for the detection of Melan-A, PNL-2, 

CD117 (c-Kit) and Ki-67. The experiment was carried out by the streptavidin-peroxidase 

complex method with a commercial detection anti-mouse/anti-rabbit system (Novolink 

Polymer Detection Sistem; Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK) according to the 

manufacturer’s instructions. Antigen retrieval was performed by Pascal® in citrate buffer pH 

6,0 (DakoCytomation Target Retrieval Solution) in 125ºc for 40 minutes, followed by cooling 

for 20 minutes at room temperature. All sections were incubated with the primary specific 

antibody: Melan-A (1:100 dilution, Clone A103; Dako, Glostrup, Denmark), Melanoma 

Antigen (1:100 dilution, Clone PNL2; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA), CD117 

(1:800 dilution, Polyclonal; Dako, Glostrup, Denmark), and Ki-67 (1:50 dilution, Clone MIB-

1; Dako, Glostrup, Denmark) for 18h at 4 ∘C. The antibody reaction products were observed 

by revealing with the chromogen 3,3′ -diaminobenzidine tetrachloride (DAB) in DAB diluent 

for 3 minutes. After the last washing in distilled water, sections were counterstained with 

GIEMSA for the period of 30 minutes, differentiated in a solution of glacial acetic acid 1% and 

isopropyl alcohol, dehydrated and mounted. The primary antibody was replaced with 

phosphate-buffered saline (PBS) for negative controls and this study also included adequate 

positive controls. The positive control used for CD117 antibody was tissue mastocytes staining; 

epidermis was used as an internal positive control for Melan-A, Melanoma Antigen, and Ki-

67. 

 

Analysis of immunoreactivity  

 

Positivity for Melan-A and Melanoma Antingen were identified by the presence of distinct 

brown cytoplasmic labeling and were evaluated by a semiquantitative method previously 

described [16]. C-Kit positive cells were evaluated according to the number of stained cells, in 

a semiquantitative way, assuming the scores 0 = <5%, 1 = 5 – 50%, 2 = 51 – 95% and 3 = 

≥95% of positivity [17]; according to the intensity of staining, considering 0 = absence (-), 1 = 

weak staining (+), 2 = moderate staining (++), and 3 = strong staining (+++); and also according 

to the cellular site of the staining: KIT-staining pattern 1 = membrane-associated , KIT-staining 

pattern 2 = focal or stippled cytoplasmic and KIT-staining pattern 3 = diffuse cytoplasmic 

marking [18].  
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To determine the Ki-67 index, hot spot areas were searched and it was counted 500 tumor cells 

per slide, with the help of a microscopic grid, at high magnification (×400) and the index was 

expressed as a percentage. Oral samples with more than 54% and cutaneous samples with more 

than 34% of Ki-67 index were considered high-proliferative (media + 1 value of standard 

deviation).  

 

Polymorphisms identification 

 

For the polymorphism identification, it was performed a standard polymerase chain reaction 

(PCR). To do so, formalin-fixed paraffin-embedded tissue blocks (FFPE) DNA were extracted 

using the RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion), following the steps 

according to the manufacturer instructions. Extracted DNA was quantified and had its 

260/280nn absorbance value checked by NanoDrop Nucleic Acid Quantification (Thermo 

Fisher Scientific). Absorbances values higher than 1.5 were considered for this study. For the 

PCR procedure and possibly identifications of c-Kit ITD, it was used a pair of primers [15], as 

described in Table 1, that contains c-Kit exon and intron 11. As a reaction positive control, it 

was used the canine GAPDH primer.  

 

Table 1. c-Kit forward and reverse primers used for polymorphism identification 

 Primer Sequence Product Size (bp) 

c-Kit forward 5’ CCC ATG TAT GAA GTA CAG TGG AAG 3’ 190bp 

c-Kit reverse 5’ GTT CCC TAA AGT CAT TGT TAC ACG 3’  

 

A total reaction volume of 25µL was prepared containing 1µL of extracted DNA, considering 

each sample with a minimum concentration of 25nL of DNA (average concentration: 100 

ng/µL) per 1µL of the sample. Besides that, it was used 0.5µL of forward and 0.5µL of reverse 

c-Kit primer, 0.5µL of Amplitaq (AmpliTaq Gold DNA Polymerases, Thermo Fisher 

Scientific), 0,5µL of deoxynucleotide triphosphate (dNTP-mix) and 2,5µL of PCR reaction 

buffer. It was performed 40 cycles with the following cycling conditions for c-Kit 

amplification: 95ºC for 2 minutes; 95ºC for 15 minutes; 57ºC for 30 seconds; 72ºC for 30 

seconds and 72ºC for 5 minutes. The visualization of the amplified products was performed by 

polyacrylamide gel electrophoresis on 10%.  
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After electrophoresis, ITD’s presence could be identified by an insertion ranging from 3 to 79 

base pairs (bp), resulting in a total size amplification ranging between 193 – 269bp, in contrast 

with c-Kit wild type, which has a product size of 190bp [14,15].  

Statistical analysis  

 

The statistical software InStat (GraphPad Software) version 3.0 was used for statistical 

analysis. Spearman’s correlation test was used to estimate the relationship between the staining 

patterns of different antibodies used and also different histopathological features. In order to 

be able to evaluate the proportions, as well as the possible divergences between the observed 

frequencies for each variable, the Chi-Square and Fisher's Exact Test,  were used. The Mann-

Whitney and Kruskal-Wallis tests were used to compare the mean between non-parametric data 

from the study. To denote statistically significant differences, it was considered all analyses 

that showed a P ≤0.05.   

 

2. Results 

Diagnosis confirmation 

 

All cases included in this work had its diagnosis confirmed by two adept veterinarian 

pathologists (E.F and T.S). Besides that, all samples had positive staining 

immunohistochemistry for Melan-A and/or PNL-2. 

 

Histological features  

 

 Samples were analyzed taking to count the following histological features: pigmentation, the 

morphology of neoplastic cells (spindle or epithelioid), the presence of junctional activity 

(lentiginous and pagetoid types), desmoplastic tissue and tumor vascular invasion, in both 

cutaneous and oral samples (Table 2). When correlated to c-Kit positivity by 

immunohistochemistry, it was found a significant and positive correlation between c-Kit-

positive cells and the oral samples (P = 0.0139), also between it and the epithelioid morphology 

(P = 0.0363). From c-Kit-positive samples, it was compared the KIT pattern with pigmentation 

and a significant and positive correlation was found between it (P = 0.0072). No correlation 

was found among the other features and c-Kit-positive samples.  
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 Table 2. Summarization of all samples’ histological features that were analyzed. 

 

Immunohistochemistry analysis for c-Kit 

 

From the immunohistochemistry procedure, from the 80 cases studied, 28 (35%) samples were, 

anyhow, positive for c-Kit staining. Oral samples showed positivity in 14/26 (54%), on the 

other hand, cutaneous samples had 14/58 (24%) of positivity for c-Kit (Figure 1). Under chi-

square analysis, c-Kit positivity for the oral samples was statistically higher than positivity for 

the cutaneous samples (P = 0.0142). All positive samples, mucosal and cutaneous, presented a 

low or medium number of marked cells, ranging from 5 to 95% of staining. No samples showed 

a score 3 (≥95%) about the number of c-Kit-positive cells. The intensity ranged from light 

(42%) to strong staining (28%). About the stained cell location, it was found positive marking 

showing either KIT I, II or III patterns, with most of the cases presenting a diffuse cytoplasmic 

positivity. 9 (32%) of the positive samples were marked in two different cellular regions 

(diffuse cytoplasm and membrane; diffuse cytoplasm and stippled cytoplasm or stippled 

cytoplasm and membrane) (Figure 2 – A and B).  

 

Among the positive samples, it was performed a Spearman’s test correlating each IHC c-Kit 

characteristic (number of marked cells, staining intensity and KIT pattern) with all histological 

features previously described. All tests showed non-significant results (P>0.05), except by a 

positive correlation between KIT pattern and tumor pigmentation (P = 0.0072; r = 0.50). By 

using the Kruskal-Wallis test, when c-Kit staining intensity scores 1 and 2 were analyzed, it 

was found that the samples with stronger intensity were more pigmentated (P = 0,0322). 

 

From all cases undergone to Ki-67 immunohistochemistry, only 55 samples showed to be 

reactive to this antibody, so, only those cases were evaluated (Figure 2 – C and D). When 

correlated to immunohistochemistry Ki-67 results, positive c-Kit cases showed positive and 

 Histologic Type Junctional Activity   Pigmentation Degree 

 Spindle Epithelioid  Lentiginous Pegetoid 

Desmoplasic 

Tissue 

Vascular 

Invasion 0 1 2 3 

Oral  4 22 9 9 7 13 12 12 1 1 

Cutaneous  19 35 16 12 26 25 6 27 11 10 
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weak correlation taking to account the number of positive cases (P = 0.0121; r = 0.34), number 

of neoplastic cells stained (P = 0.0054; r = 0.37), marking intensity (P = 0.0144; r = 0.33) and 

KIT pattern (P = 0.0109; r = 0.34). Once the samples were divided in two groups, according to 

its anatomical origins (oral and cutaneous samples), the cutaneous group still presented a 

statistical correlation with c-Kit parameters, except by the number of positive cases, as 

following: number of neoplastic cells stained (P = 0.0452; r = 0.33), marking intensity (P = 

0.0429; r = 0.33) and KIT pattern (P = 0.0357; r = 0.36). 

 

Exon 11 c-Kit ITD identification  

 

From the 80 paraffin blocks available, unfortunately, it was possible to perform DNA 

extraction with an integral nucleic acid of only 18 samples, due to the quality and age of the 

material available (Table 3). All extracted samples amplified the c-Kit wild-type exon 11 

(190bp) and also the canine GAPDH as a positive control (Figure 3). No samples showed a 

238 – 259bp amplification as expected in case of presence of ITDs.  

 

 

Table 3. Number of cases with integral nucleic acid after DNA extraction, divided according 

to its original location and c-Kit positivity under IHC. 

 Oral Cutaneous 

c-Kit + 8 8 

c-Kit - 1 1 

Total 9 9 

 

3. Discussion 

High expression or c-Kit mutation have been already associated with different types of cancer, 

in both humans and dogs. In humans, a study carried out in 2004 showed a c-Kit IHC 

expression in 100% of gastrointestinal stromal tumors (GISTs) and 36% of cutaneous 

malignant melanomas [19]. Two other studies, both published in 2008, showed higher IHC c-

Kit expression for human mucosal melanoma. The first had 100% of c-Kit-positive cases in 

human mucosal melanoma of the head/neck, while the second one showed around 90% of c-

Kit positivity in human’s oral mucosal melanomas [20,21]. Among dog malignant neoplasms, 

is has been described a 100% of IHC c-Kit positivity in canine cutaneous mast cell tumors 
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(MCTs) and also in GISTs [22,23]. According to previous literature, around 78% of canine 

cutaneous melanoma are positive for c-Kit under IHC, and 51% of canine oral melanomas 

show this positivity [24,25]. Our results corroborate with the previous findings in canine oral 

melanomas, but, we had a lower number of cutaneous positive samples compared to 

Murakami’s study in 2012 [24].   

 

Although its high protein expression, c-Kit’s role in melanoma is still not well established as 

in other neoplasms. While its expression is already considered a maker of poorer prognosis as 

well as a target for treatment in human and canine cancers, c-Kit has a controversial position 

among subtypes of melanoma [26]. When correlated with the tumor histological features, our 

results didn’t show any correlation between IHC c-Kit expression and parameters that may 

suggest higher aggressiveness, as the presence of neoplastic embolus, what is in accordance to 

Gomes [25] previous reports. In melanomas, the c-Kit expression might be related to other 

processes, like cellular proliferation, rather than participate actively in the development of the 

histological features analyzed.  

 

It was found a correlation between c-Kit IHC expression and a higher proliferative activity in 

the cutaneous samples, visualized through Ki-67 evaluation. This may be explained by the 

proliferative role of c-Kit in non-pathological situations in different types of cells, and also to 

c-Kit participation in human pancreatic cancer and dog’s MCT [27,28]. 

 

Differences found between oral and cutaneous samples, according to c-Kit protein expression 

found, might suggest that each tumor has its particularity and should be considered a distinct 

type of neoplasm. In the same way, c-Kit itself can lead to different molecular downstream 

according to the tumor’s particularities and microenvironment. Besides that, it is possible that 

the presence of different c-Kit isoform variants, resultant from an alternative mRNA splicing, 

may play distinct roles in the carcinogenesis process [29]. In human, two major c-Kit isoforms 

have been studied. They differ in the presence or absence of four amino acids (GNNK) in the 

protein juxtamembrane region. GNNK+ and GNNK- c-Kit isoforms present different functions 

and its prevalence are also distinct in a large number of normal tissues and neoplasms. It looks 

like the GNNK- are generally more abundant and present a higher oncogenic potential [30]. In 

2013, a study showed that the evaluation of these c-Kit variants could help to predict melanoma 

drug sensitivity [31]. So, as in humans, these two variants were also described in canine tissue 

and associated with tumorigenesis in dog’s hemangiosarcoma [32]. So, it is possible that oral 
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and cutaneous samples present a different number of each isoform variant, what would explain 

the apparently distinct role of c-Kit in that tumor, but, due to the small structural variance 

between the isoforms, it is not possible to distinguish them by the IHC approach only. 

 

The presence of exon 11 ITDs was already described in canine GISTs and MCTs. In MCTs, 

the presence of ITDs leads to a constitutive activation of KIT, independent of its ligand (SCF) 

presence, thus, it’s related to a poorer MCTs prognosis associated with a higher histologic 

grade [22,23]. However, when canine mucosal melanoma was screened for this same mutation, 

no positive results were found. Another study, also carried out in canine melanomas, showed a 

small number of cases harboring exon 11 c-Kit mutations, but those mutations were point 

mutations, and not ITDs [24,33]. Those previous work matches to our finds, and suggest that, 

besides the absence of exon 11 ITD, the mutational screening is still a useful tool when it comes 

to melanoma prognosis and treatment. Further investigations to better understand the c-Kit 

mechanism in this neoplasm are necessary, including the distinction between c-Kit isoforms 

among melanoma types and mutational screening looking for polymorphisms beyond exon 11 

ITDs, like in éxons 13 and 17. This screening can help in the improvement of new alternative 

therapies, using those mutations as targets for new drugs and, as a consequence, bettering the 

overall survival.  

 

 

4. Conclusions 

In conclusion, we observed that although the absence of ITD in the samples analyzed, c-Kit is 

still expressed in canine, cutaneous and oral, melanomas. The oral samples expressed more c-

Kit than the cutaneous case. Although, c-Kit looks to play a role in the proliferation of 

cutaneous melanoma, evidenced by Ki-67 analysis.  
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FIGURES 

 

Figure 1. Number of positive (weak, moderate or strong staining) and negative (absence 

staining) cases, oral and cutaneous, under IHC for c-Kit. 
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Figure 2. Photomicrographs of canine melanoma tissue, stained for c-Kit (A and B) and Ki-67 

(C and D) proteins under IHC assay. Amplification of 40x A. Arrows: strong c-Kit staining, 

showing KIT pattern I (membrane-associated staining). B. Arrowheads: strong focal 

cytoplasmic staining, KIT pattern II. Arrows: Strong diffuse cytoplasmic staining, KIT pattern 

III. C. Low-proliferation melanoma tissue. Arrows: cytoplasmic staining for Ki-67 under IHC 

essay. D. High-proliferation melanoma tissue. Arrows: nuclear staining for Ki-67 under IHC 

essay. 
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Figure 3. c-Kit samples after PCR for exon 11 and revelation in 10% polyacrylamide gel 

amplifying around 190bp (c-Kit wild-type). 
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9.  CONCLUSÕES 

• Cerca de 35% dos melanomas caninos expressam c-Kit por meio da técnica de imuno-

histoquímica;  

• É observada uma maior ocorrência de expressão de c-kit em melanomas orais, em 

relação à melanomas cutâneos; 

• Em melanomas cutâneos, um maior índice de proliferação celular, evidenciado pela 

Ki-67, está diretamente correlacionada com uma marcação imuno-histoquímica para 

c-Kit forte, citoplasmática e em um maior número de células neoplásicas; 

• Não são observadas relações entre a expressão de c-Kit e características 

histomorfológicas compatíveis com comportamento agressivo (presença de êmbolo, 

atividade juncional ou desmoplasia). 

• Melanomas caninos orais e cutâneos não apresentam mutação KIT do tipo ITD no éxon 

11. 

 

10. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Após a análise dos resultados é possível concluir que, apesar da ausência de mutações ITD no 

éxon 11, os melanomas caninos cutâneos e orais expressam c-Kit, sendo que a expressão oral 

é superior a cutânea. Além disso, a c-Kit aparenta possuir um papel relacionado com a 

proliferação celular em melanomas caninos cutâneos, fato evidenciado pela imuno-

histoquímica para Ki-67 quando comparado com a intensidade, padrão KIT e número de células 

neoplásicas marcadas para c-Kit. Assim, investigações futuras para uma maior compreensão 

do mecanismo exercido pela c-Kit nessa neoplasia são necessárias, incluindo a distinção entre 

as diferentes isoformas da c-Kit dentre os diferentes tipos de melanoma, além de análises 

mutacionais que visam a identificação de polimorfismos genéticos além das ITD no éxon 11. 

 

Dessa maneira, o estudo de mutação em outros éxon além do 11, como o 13 e o 17, são 

necessários para uma maior compreensão da c-Kit em melanomas. Dentro do aspecto 

terapêutico, é possível que a identificação de mutações auxilie no desenvolvimento de terapias-

alvo, contribuindo assim com o aumento da sobrevida nesses casos de melanoma. Além disso, 

alguns estudos sugerem que a marcação imuno-histoquímica para c-Kit pode auxiliar na 

identificação de tumores mais agressivos e com alta probabilidade de se desenvolver 

metástases. Portanto, estudos direcionados à expressão de c-Kit em melanomas metastáticos 

também carecem de maior atenção. 
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