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Prado, M. C. M, Investigacdo do significado prognéstico da mimetizacdo da
vasculogénese e sua inibicdo pelo sorafenib em tumores mamarios de cadelas.
Botucatu, 2019. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O carcinoma mamario de cadelas (CMC) é um dos tumores mais importantes em fémeas
caninas ndo castradas e, devido a semelhanca com cancer de mama em mulheres, é
considerado um modelo em oncologia comparada. A mimetizacdo de vasculogénese
(MV) é um achado histopatolégico recorrente em um grupo de CMC que demonstram
comportamento agressivo. A MV é um processo que células neoplésicas altamente
agressivas formam canais condutores de fluido sem a presenca de células endoteliais.
Embora a MV tenha sido descrita em carcinomas inflamatorios mamarios de cadelas,
nenhum estudo prévio investigou o significado progndstico e preditivo da MV em CMC.
Assim, esta pesquisa objetivou investigar o significado prognostico da MV em casos de
CMC, a habilidade das células do CMC em formar tubulos in vitro e a capacidade do
sorafenib em inibir MV in vitro. Esse farmaco foi eleito para estudo, pois em analises
prévias, demonstrou atividade significativa contra varias tirosinas quinases receptoras
envolvidas na neovascularizacao e progressdo do tumor, incluindo o receptor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR -2). A MV in situ foi identificada, inicialmente,
pela avaliacdo morfoldgica em blocos de parafina e pela dupla marcacdo de CD31/PAS.
Entre todas as amostras de CMC (N=248), a MV foi identificada em 33% das amostras
tumorais (82/248). A presenca de MV estd mais relacionada ao grau do tumor que ao
subtipo histologico. Tumores com grau histolégico maior (Il e I11), independente do
subtipo histoldgico, apresentaram estruturas positivas para MV. Além disso, pacientes
com MV, tiveram um tempo de sobrevida menor (p < 0,0001). Devido a importancia da
alimentacdo autocrina de VEGF-A e VEGFR-2 em tumores epiteliais, investigamos a
associacdo de sua imunoexpressdo em células tumorais neoplasicas e sua associacdo com
MV. Entre as amostras positivas para MV, todas (n = 82) apresentaram escores altos de
VEGF-A e VEGFR-2 (3 ou 4), indicando MV como um achado comum na
superexpressdo tumoral de VEGF-A e VEGFR-2. Assim, foram cultivadas duas linhagens

celulares primarias de carcinoma mamario canino (CM9 e CM60), com capacidade de



MV in vitro e avaliamos o efeito antitumoral de sorafenib. Para linhagem celular CM9
foi estabelecido 1C50 de 2,61 uM e CM 60 de 1,34 uM. Foi realizado o ensaio de MV in
vitro e as células foram tratadas com a dose de IC50 de sorafenib para cada linhagem
celular, o qual se mostrou apto a inibir a MV in vitro. No geral, nossos resultados
indicaram MV como um fator prognoéstico para cadelas portadoras de CMC e que o
sorafenib tem eficacia in vitro de inibir a MV em células cancerigenas de CMC.

Palavras-chave: angiogénese, cdo, cancer de mama, ensaio de tubulo, drogas
antiangiogénicas.
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its inhibition by sorafenib in canine mammary gland tumors. Botucatu, 2019.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
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ABSTRACT

Canine mammary gland tumor (CMT) is one of the most important tumors in intact
female dog and due its similarity to human breast cancer (BC), is considered a model in
comparative oncology. A subset of mammary gland tumors can show an aggressive
behavior and a recurrent histological finding is the presence of vasculogenic mimicry
(VM). VM is a process that highly aggressive cancer cells form, making fluid-conducting
channels without endothelial cells. Although VM has been described in canine
inflammatory carcinoma, no previous studies have investigated the prognostic and
predictive significance of VM in CMT. Thus, this research aimed to investigate the
prognostic significance of VM in vivo and sorafenib capacity to inhibit VM in vitro. VM
was identified in situ, in formalin fixed paraffin embedded CMT samples (n= 248) using
CD31/PAS double staining. VM was identified in 33% of tumors (82/248). The presence
of VM was most related to tumor grade than histological subtype. Patients with positive
VM experienced a shorter survival time (P<0.0001). Due the importance of VEGF-
A/VEGFR-2 autocrine feed-forward loop in epithelial tumors, we investigate the
association of VEGF-A and VEGFR-2 immunoexpression by neoplastic tumor cells and
its association with VM. Among the VM positive samples, all (n=82) showed VEGF-A
and VEGFR-2 high scores (3 or 4), indicating VM as a common finding in tumor
overexpression VEGF-A and VEGFR-2. Thus, we cultured two CMT primary cell lines
(CM9 and CM6), with VM ability in vitro and evaluated sorafenib anti-tumoral effect.
This drug was elected for study because in previous analyzes it demonstrated significant
activity against various receptor tyrosine kinases involved in neovascularization and
tumor progression, includig vascular endotheial growth fator receptos (VEGFR-2). CM9
cell line showed an 1Cso of 2.61uM and CM60 of 1.34 uM. We performed the VM assay
in vitro and treated the cells with sorafenib in ICso. for each cell line, and it was able to
inhibit VM in vitro. Overall, our results indicated VM as a prognostic factor for dogs

bearing CMT and that sorafenib has an in vitro effect inhibiting VM in CMT cancer cells.

Keywords: angiogenesis, dog, breast cancer, tubular assay, antiangiogenic drugs.
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1. INTRODUCAO

Os carcinomas mamarios de cadelas (CMC) sdo as neoplasias mais comuns em
cadelas ndo castradas, sendo um desafio terapéutico frente a alta taxa metastatica desses
tipos tumorais (GOLDSCHMIDT et al, 2011). Sob a perspectiva de saude Gnica, CMC
sdo considerados modelos espontaneos para o estudo do cancer de mama em mulheres
(DOS ANJOS et al., 2019). Portanto, estudos sobre os CMC podem beneficiar tanto
humanos quanto cdes. O CMC e o cancer de mama em mulheres compartilham
caracteristicas clinicas, de biologia tumoral, de subtipos histoldgicos e de locais de
desenvolvimento das metastases (DOS ANJOS et al, 2019). Para crescerem e
metastatizarem, as células tumorais requerem uma boa suplementacdo de nutrientes e
oxigénio (BARRENO et al., 2019) Para isso, ocorre 0 processo de neovascularizacao, a
partir da circulacdo sanguinea existente, que € induzida por hipoxia e pela sintese de
fatores pro-angiogénicos (PETROVIC, 2016). Dentre os fatores pro-angiogénicos, a
superexpressdo do fator de crescimento endotelial — A (VEGF-A) e seu receptor
(VEGFR-2) possuem um importante papel na angiogénese tumoral (PETROVIC, 2016;
BARRENO et al, 2019). A maior expressdo em VEGF-A e VEGFR-2 foi previamente
demostrada em carcinomas mamarios caninos e humanos (GUO et al, 2010; DOS ANJOS
etal, 2019).

Dentre os processos de vascularizagdo tumoral, a mimetizagdo da vasculogénese
(MV) é definida como o processo de gerar estruturas similares a vasos sem a presenca de
células endoteliais, em neoplasias altamente agressivas (GE, LUO, 2018). A MV foi
correlacionada com crescimento e metastatizacdo de varios tumores em homens e animais
(CLEMENTE et al., 2010; GE , LUO, 2018; SALINAS et al., 2019). A MV é possivel
pela notavel plasticidade de células tumorais agressivas, que induzem a superexpressao
de genes associados com fendtipos indiferenciados (QIQI LIU et al., 2016). Muitos
mecanismos de sinalizagdo estdo envolvidos na formagdo da MV, mas as moléculas
participantes neste processo ndo sdo totalmente conhecidas, e estudos atuais vem
demonstrando importancia de algumas vias (GE, LUO, 2018). Dentre as principais
alteracdes, destacam-se as da via ERK-1/PI3K/MMP-2, e do VEGFR-2. O aumento da
expressdo de VEGFR-2 pode induzir proliferacdo celular pela ativacdo da via quinase
regulada por sinal extracelular classico (ERK), estimulando a modificagdo das celulas

neoplésicas (LIU et al, 2018). Uma forma de controle da vasculariza¢do tumoral € o uso



de farmacos antiangiogénicos, os quais tém como principal objetivo inibir as células
endoteliais, através da inducdo da apoptose dessas células (GE, LUO, 2018). Dentre as
terapias antiangiogénicas, o sorafenib € um inibidor de tirosina quinase utilizado no
tratamento de neoplasias em humanos (ZHU et al., 2017; KALATHIL etal., 2019; YANG
et al., 2019) e de forma mais recente, usado também na medicina veterindria (FOSKETT
etal., 2017).

Em humanos, o sorafenib mostrou ter bom efeito antitumoral, por ser efetivo em
inibir angiogénese e induzir a apoptose (RAOUL et al., 2017). LEE et al. (2012) usaram
sorafenib para inibir o desenvolvimento do cancer de mama em mulheres e demonstraram
inducdo da apoptose e autofagia, sugerindo gque seu uso pode ser indicado no controle da
doenca tumoral. No entanto, nenhum estudo prévio investigou o efeito antitumoral de

sorafenib em CMC.

Por considerarem a MV uma forma de resisténcia as quimioterapias convencionais,
varios pesquisadores tem se empenhado na investigacdo de modelos para estudar a MV
in vitro (YAO et al., 2013, BARRENO et al., 2019, SALINAS-VERA et al., 2019) e a
formacdo tubular in vitro, com matrigel, tem se mostrado a técnica mais aceitavel
(SALINAS-VERA et al., 2019).

Devido a importancia da MV para o desenvolvimento de metastase, esta pesquisa
propbs-se a pesquisar o significado prognostico da MV em um grande nimero de
carcinomas mamarios e sua associacdo com a expressdo de VEGF-A/VEGFR-2. Além
disso, foram estabelecidas células de CMC, e foi investigada sua habilidade de formacao
da MV in vitro e a capacidade da inibicdo de MV do sorafenib in vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

Assim como nas cadelas, nas mulheres, o cancer de mama é o mais comumente
diagnosticado e a principal causa de morte (GHONCHEH, 2016), portanto, a prevengéo
do cancer de mama e as inovagdes terapéuticas tém sido os objetivos principais de muitos
pesquisadores. Para isso, se faz necessario um bom entendimento da carcinogénese, do
desenvolvimento e da progressdo do cancer de mama, o que somente sdo possiveis através
da pesquisa clinica basica (ABDELMEGEED e MOHAMED, 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdelmegeed%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29928319

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Os tumores de mama séo 0s mais prevalentes na espécie canina e correspondem a
50 a 70% de todos os tumores (DE NARDI et al, 2016). A incidéncia de tumor de mama,
nas cadelas, depende da origem geografica, com alta prevaléncia em paises nos quais a
castracdo ndo € praticada rotineiramente (SORENMO et al, 2013). No Brasil, a taxa de
cancer de mama maligno € superior a 70%, sendo 20% a mais do que nos EUA, onde

pratica-se a ovario-histerectomia em cadelas pré — puberes (DE NARDI et al, 2016).

A maior incidéncia de neoplasias mamarias, ocorre em cadelas entre 7 a 12 anos,
sendo que as racas de porte maior sdo acometidas mais cedo que ragas pequenas. Ja em
machos a taxa é menor que 1% (SORENMO et al, 2013).

2.2 ETIOLOGIA

Os tumores de mama tém forte correlagdo com hormdnios sexuais, por isso sdo mais
frequentes em cadelas néo castradas (DONNAY, et al, 1995), e aquelas que fazem uso
de anticoncepcional recorrente, tém maior predisposicdo de desenvolverem cancer de
mama (RUTTEMAN, et al, 1992).

O estrogénio e a progesterona sdo necessarios ao desenvolvimento da glandula
mamaria, pois induzem a proliferacdo do epitélio ductal intralobular, o que resultam no
crescimento da glandula mamaria, consequentemente, influenciam de forma positiva a

carcinogénese das neoplasias mamarias (OVERLEY, et al, 2008).

Da mesma forma que os hormdnios estimulam a carcinogénese, a auséncia dos
hormbnios, ainda na vida jovem, proporciona protecdo as cadelas contra o cancer de
mama, portanto, a ovario-histerectomia ou ovariectomia, antes do primeiro cio,
proporciona reducdo no risco de cancer de mama para 0,5%. Ja ap0s o primeiro cio, 0
risco sobe para 8%, e para 26% apds o segundo (SONREMO, et al, 2000).

A quantidade de receptores para estrogeno e progesterona na glandula mamaria
estdo inversamente correlacionados com o tamanho tumoral e tipo histopatoldgico, ja que
tumores grandes e indiferenciados, como carcinomas anaplasicos, normalmente ndo
expressam esses receptores hormonais, levando a supor que a alta malignidade do tumor

faz com que seja independente de hormdnios para sua proliferacdo ( DENT, et al 2007).

O horménio do crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1) estéo implicados na carcinogénese tumoral (QUEIROGA, et al, 2010).



Os niveis de prolactina mostram-se aumentados quando dosados no soro
sanguineo de cadelas portadoras de tumores malignos e denotam estar integrados no
processo de carcinogénese (QUEIROGA, et al, 2014).

Sobre a etiologia genética, sabe-se que em mulher, a mutacéo dos genes BRCA 1 e
2, implicam no risco de desenvolvimento de cancer de mama em 85%. Nos cées, apenas
a mutacdo em ambos os genes, pode indicar predisposi¢cdo (GENTILLE,et al, 2017). No

entanto, os estudos ainda sdo controversos.

2.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E COMPORTAMENTO TUMORAL
Os carcinomas sdo o tipo histolégico mais frequente nas neoplasias mamarias
(HELLER, et al, 2005).

O carcinoma inflamatério € um dos subtipos histol6gicos mais agressivos, e tem
sua apresentacdo clinica peculiar com intensa inflamacéo da pele, culminando com dor
aguda, edema acentuado, eritema, endurecimento e espessamento da regido. Essa
apresentacdo clinica é decorrente de émbolos tumorais presentes nos ductos linfaticos do
tecido cutaneo causando estase linfatica (CAMACHO, et al, 2014).

CASALL, et al, (2014) apresentaram uma proposta para a classificacao histolégica
a fim de padronizar o diagndstico, o progndstico das neoplasias mamarias das cadelas no
Brasil (Quadro 1). A graduacdo histoldgica dos carcinomas caracteriza-se na avaliagcdo
da formacdo tubular do tumor, no pleomorfismo nuclear e no indice mitético
(GOLDSHMIDT, 2011) (Quadro 2).

Varios aspectos sdo considerados ao inferir o prognostico. Um desses aspectos é
o0 tamanho tumoral, haja vista que cdes com nddulos menores de 3 cm tem prognoéstico
significativamente melhores (KARAYANNOPOULOU, et al, 2001). Outro aspecto € a
presenca de metastase em linfonodos tem impacto negativo na sobrevida
(KARAYANNOPOULOU, et al, 2001).

Ja que as neoplasias mamarias tem comportamento heterogéneo, para avaliar a
extensdo da doenca, informar o prognostico e auxiliar nas decisdes sobre o tratamento
das neoplasias mamarias, foi criado um protocolo de estadiamento da paciente acometida
(SORENMO et al, 2019). InformagOes sobre tamanho tumoral e envolvimento de
linfonodos, pontuados no sistema TNM (OWENS, et al, 1980) (Quadro 3), sdo
importantes, no entanto, deve-se considerar outros fatores que podem ser decisivos na

escolha de terapias complementares, como: subtipo, grau, invasdo vascular, Ki-67



(proliferacéo celular), presenca de receptores hormonais, fator de crescimento epidermal
humano (HER-2), moléculas de adesdo como E-caderina, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e COX-2 (SORENMO, et al, 2019; CASO, et al, 2011;, PENA, et al,
2014, CASALL, et al, 2014).

QUADRO 1 - Classifica¢do dos tumores mamarios em cadelas

Lesdo epitelial ndo neoplésica
Hiperplasia epitelial

Hiperplasia ductal

Hiperplasia lobular

Adenose

LesGes de células colunares
Alteracdo de células colunares
Hiperplasia de células colunares
Lesdes atipicas de células colunares
Tumores benignos

Adenoma

Adenoma complexo ou adenomioepitelioma
Adenoma basaléide

Fibroadenoma

Tumor misto benigno

Papioma ductal

Tumores malignos

Carcinomas

Carcinoma in situ (ductal e lobular)
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma sélido

Tipos especiais de carcinomas
Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma secretorio

Carcinoma mucinoso

Carcinoma rico em lipideo
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma anaplasico

Neoplasia maméria com diferenciacdo sebacea
Neoplasias mioepiteliais
Adenomioepitelioma maligno

Sarcomas Outros sarcomas
Fibrossarcoma Condrossarcoma
Osteossarcoma Lipossarcoma
Carcinossarcoma Hemangiossarcoma
Sarcoma em tumor misto

Fonte: Cassali, et al, 2014.
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QUADRO 2 - Critérios de graus de malignidade para tumores mamario caninos.

A. Formagcéo tubular Pontos
1 Formacdo de tabulos maior que 75%
2 Formacdo de tabulos entre 10 e 75% (moderada

formacé&o de arranjos tubulares misturadas em
areas de crescimento solido

3 Formac&o de tdbulos menor que 10% (minima ou
nenhuma formacdao de tubulos)

B. Pleomorfismo

Nuclear
1 Uniforme ou nucleos pequenos e regulares e
nucléolo ocasional
2 Moderado grau de variagdo de tamanho e forma

nuclear, ndcleo hipercromatico e presenca de
nucléolo (alguns dos quais podem ser
proeminentes)

3 Variacdo marcada em tamanho nuclear, nucleo
hipercromatico, com pelo menos 1 nuclélo
evidente ou mais.

C. Mitoses em 10
campos de grande
aumento (CGA)

1 0 a 9 mitoses / 10 CGA
2 10 a 19 mitoses/ 10 CGA
3 > 20 mitoses / 10 CGA

Graduacdo de Malignidade Histoldgica

Total do escore (A + B + | Pontos | Grau de Malignidade

C)
3ab I (baixo, bem diferenciado)
6a7 Il (intermediario, moderadamente diferenciado)
8a9 111 (alto, fracamente diferenciado)

Fonte: adaptado de Goldschmidt, et al, 2011.

A presenca de MV, esta associada a um prognoéstico ruim, pois esta ligada ao
comportamento tumoral agressivo por proporcionar e facilitar metéastases para sitios
distantes (GE, LUO, 2018).
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QUADRO 3 - Estadiamento das neoplasias mamarias em cadelas.

Estadio Tamanho Tumoral Estatus Nodal Metastase a
(comprometimento Distancia
de linfonodo)
1 <3cm (T1) NO MO
2 3 abcm (T2) NO MO
3 >5cm (T3) NO MO
4 Qualquer T N1 (positivo) MO
5 Qualquer T Qualquer N M1 (presenca de
metastase)

Fonte: Adaptada de RUTTEMAN et al, 2011.
M = Metastase; N = Linfonodo; T = Tamanho de tumor

Niveis altos de VEGF-A e VEGFR-2 estdo associados ao pior resultado em
pacientes com cancer de mama humano, assim, a via de sinaliza¢cdo VEGF-A / VEGFR-

2 exibe valor progndstico e preditivo (GHOSH, et al, 2008).

A alta taxa de mortalidade no cancer de mama deve-se principalmente a doencas
metastaticas (MARCONATO, et al, 2009). Os mecanismos para a ocorréncia de
metastases sdo varidveis e requerem varias fases, comegando com a perda de contato entre
as células vizinhas, a penetracdo nas paredes dos vasos, adesdo na nova localizacao e
angiogénese (SIMONETTI, et al, 2012). Uma das principais caracteristicas dos tumores
de mama sdo sua alta capacidade de angiogénese e invasdo em vasos linfaticos e
sanguineos (CLEMENTE et al, 2010), sendo os principais 6rgdos afetados: linfonodos,
pulmao, figado, baco pele, encéfalo, 0ssos e rins, os sitios mais comumente afetados (DE
NARDI, et al, 2016).

Em humanos, as interagdes entre células cancerigenas e estroma sdo criticas para
0 crescimento e invasdo do tumor (EGEBLAD et al, 2010). Existem evidéncias de que
células cancerigenas e estromais interagem de maneira coordenada para facilitar a
proliferacdo, invasdo e angiogénese, remodelando o microambiente tumoral via
proteases, associadas com a matriz, que decompdem a membrana basal e as proteinas da
matriz extracelular (BROOKS, et al, 2010).
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Durante o desenvolvimento embriondrio, as células epiteliais perdem sua
polaridade e sdo convertidas em um fen6tipo mesenquimal. Esse processo é denominado
transicdo epitelial-mesenquimal (NIETO, et al, 2016). Durante a progressdo do cancer,
ocorre a ativacdo da transicdo epitelial-mesenquimal, a qual permite que as células
cancerigenas adquiram propriedades migratérias, invasivas e de célula tronco (NIETO et
al, 2016).

2.4 TRATAMENTO
Atualmente, ndo existe uma terapia padrdo-ouro para o cancer de mama das
cadelas devido a natureza heterogénea da doenga (HULLIN, et al, 2017). A escolha da
terapia depende do estadiamento tumoral e do estado geral da paciente. Neoplasias com
alto grau de malignidade e com grande chance de metastases, tem indicacdo de se fazer

uso de quimioterapia adjuvante (DE NARDI, et al, 2016).

No caso de neoplasias priméarias ndo metastaticas, a exérese cirirgica da cadeia
mamaria é o procedimento que confere melhor controle da doenca, ndo indicada apenas
para o carcinoma inflamatorio (SORENMO, et al, 2003). Para esse tipo tumoral a cirurgia
esta contraindicada pela extensdo da lesdo microscopica, profunda e difusa, pelo alto risco
de metéstases e pelo risco de coagulopatia (MARCONATO, et al, 2009) portanto, deve-
se fazer uso de farmacos potentes de controle de dor, associados a quimioterapia e / ou
inibidores de COX-2 (CAMACHO, et al, 2014).

Para a realizacdo da exérese cirurgica da cadeia mamaria, € necessario 0
conhecimento da drenagem linféatica da glandula mamaria acometida, o que pode ser um
fator anatdbmico varidvel de paciente para paciente (PEREIRA, et al, 2008). Nesse
contexto, o uso de marcacdo do linfonodo sentinela com azul patente € um aliado
importante, pois torna visivel o fluxo de linfa até a marcagdo do linfonodo responsavel
pela drenagem da mama acometida (TSOPELAS, et al, 2002).

A ovario — histerectomia, pode ser efetuada no mesmo tempo cirdrgico, desde que
seja manipulada a neoplasia ap0s a sintese da parede abdominal, evitando que células
tumorais semeiem a cavidade abdominal (CASSALL, et al, 2014).

A quimioterapia adjuvante é recomendada para tumores malignos de alto risco,
no entanto, sua real eficiéncia é desconhecida (SORENMO, et al, 2003). Carcinoma

solido, carcinoma micropapilar, carcinoma anaplasico, carcinossarcomas e linfonodos
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comprometidos tem indicacdo de uso de quimioterapia antineoplasica (CASSALLI, et al,
2014).

Dentre os protocolos quimioterapicos propostos, 0s que associam doxorrubicina a
ciclofosfamida, ou carboplatina como agente Unico, tém demonstrado melhores
resultados (SORENMO, et al, 2003). Ao final do tratamento quimioterapico, os pacientes
devem ser monitorados a cada 3 meses no primeiro ano, a cada 6 meses no segundo ano
e depois anualmente (GOLDSCHMIDT, et al, 2011).

O uso de inibidores de COX-2 parecem ser boa opgdo como agentes Unicos ou
associados a quimioterapicos no controle da doenca, ja que tumores mamarios de pior

progndstico apresentam alta expressdo de COX-2 (DE NARDI, et al, 2016).

Quimioterapia metrondmica, consiste da administracdo diaria ou em dias
alternados de baixas doses de quimioterapicos, o que confere baixa toxicidade a paciente
e, estudos pré-clinicos sugerem que o principal alvo dessa modalidade de terapia, sao as
células endoteliais tumorais (FOX, et al, 2007). A quimioterapia em baixa dose afeta
diretamente os capilares tumorais (parada do crescimento e apoptose de células
endoteliais ativadas), mas também induz a produgdo de um inibidor da angiogénese,
trombospondina-1 e suprime a mobilizacdo de precursores de células endoteliais
(KERBEL, et al, 2004).

2.5 CANCER DE MAMA CANINO COMO MODELO DE ESTUDO PARA O
CANCER DE MAMA NAS MULHERES

Nas mulheres, o cAncer de mama também €é o tumor mais comum, estimando-se 1
milhdo de novos casos ao ano e, devido ao seu alto poder metastatico, esta associado a
alta mortalidade (DE NARDI, et al, 2002). As semelhancas clinicas entre cadelas e
mulheres incluem a incidéncia espontanea de tumores, a idade de inicio, a etiologia
hormonal e o curso idéntico da doenca. O tipo histologico, carcinoma, é o mais frequente
em ambas espécies (QUEIROGA, et al, 2011). Além disso, os fatores que afetam o
resultado clinico, incluindo o tamanho do tumor, estadio clinico e invaséo de linfonodos,
sdo equivalentes (QUEIROGA, et al, 2011).

Em humanos, quase todos os fatores de carcinogénese sdo semelhantes aos da
cadela, no entanto, fatores de dieta e obesidade s&o melhor esclarecidos nas mulheres,
como fatores predisponentes para o desenvolvimento de neoplasias (PICON-RUIZ, et al,

2017). A obesidade diminui a concentracdo sérica de globulina ligada a horménio,
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aumentando estrogeno livre. Além disso o tecido adiposo pode ser uma fonte de aumento
na producdo de estrogeno (CARLSON, et al, 2019).

Devido a escassez de amostras de tecido humano e as questdes éticas relacionadas
com a realizacao de pesquisas em seres humanos, 0s pesquisadores requerem modelos in
vivo e in vitro de cancer de mama de mulheres (GHONCHEH, et al , 2016). Os modelos
in vitro mais utilizados séo as culturas celulares (GAZDAR et al, 1998). Os modelos in
vivo incluem xenotransplantes e animais com forma espontanea de desenvolvimento de

cancer em mama, como cadelas e gatas (HOLEN, et al, 2017).

ABDELMEGEED e MOHAMED (2018), fizeram um amplo estudo comparando,
de forma molecular e genética as células de cancer de mama canino e humano, e
comprovaram as semelhancas celulares das 2 espécies. Do ponto de vista in vitro, ja foi
validado que células de carcinoma mamario de cadelas compartilhavam caracteristicas
ultra - estruturais semelhantes ao carcinoma mamario de mulheres, sendo um bom modelo
de estudo para essa doenca (BARRENO, et al, 2019).

Carcinoma mamario inflamatério canino e humano sdo considerados os tipos
histol6gicos mais agressivos de cancer de mama, demonstrando 0s piores prognosticos
tanto a humanos gquanto para cdes (CAMACHO, et al, 2014).

No cancer de mama humano, marcadores moleculares (receptores de estrogénio e
progesterona e HER-2) sdo rotineiramente usados para fins prognosticos e preditivos
(WALKER, et al, 2008). Na medicina veterinaria, embora alguns potenciais marcadores
prognosticos tenham sido investigados em tumores mamarios caninos, como marcadores
de proliferacdo (SARLLI, et al, 2002), receptores hormonais (DE LAS MULAS, et al,
2005) e oncogenes (FERREIRA, et al, 2009) nenhum foi adotado no processamento
histopatoldgico de rotina. Isso se deve, em parte, a0 pequeno numero de estudos
prospectivos de sobrevivéncia multivaridveis que demonstraram seu valor prognéstico
(SANTOS et al, 2013). Portanto, a investigacdo de marcadores com valor progndstico e
preditivo ainda é necessaria para reconhecer os pacientes que tém indicacao de receber
terapias adjuvantes, bem como para identificar novos alvos terapéuticos (SANTOS, et al,
2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdelmegeed%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29928319
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2.6 MECANISMOS DE APORTE SANGUINEO TUMORAL

E consenso de que tumores requerem um bom aporte sanguineo para crescerem e
disseminarem, e muita atencdo tem sido focada no papel da angiogénese - o recrutamento
de novos vasos em um tumor a partir de vasos pré-existentes (FOX, et al, 2007). No
entanto, a angiogénese pode ndo ser o Unico mecanismo pelo qual os tumores adquirem
uma microcirculacédo (FOLBERG, et al, 2000).

A vasculatura do tumor ndo é necessariamente derivada do surgimento de células
endoteliais; ao invés disso, o tecido cancerigeno pode adquirir sua vasculatura por
cooptacdo de vasos pré-existentes, crescimento microvascular intussusceptivo,
vasculogénese poés-natal, angiogénese glomeruldide ou mimetizacdo vasculogénica
(DOME, et al, 2007)

2.6.1 Vias moleculares de indugéo de vascularizacao

Quando os tumores atingem um tamanho de cerca de 0,2 a 2,0 mm de didmetro,
tornam-se hipoxicos e de tamanho limitado na auséncia de angiogénese (FOX, et al,
2007). A hipoxia é a consequéncia fisiolégica de uma microcirculacdo estrutural e
funcionalmente alterada (HARRIS, 2002). Um amplo e diversificado espectro de
aberracbes genéticas esta associado ao desenvolvimento do "fen6tipo angiogénico"
(DOME, et al, 2007).

Ha cerca de 30 fatores prd-angiogénicos endogenos e cerca de 30 anti-
angiogénicos endogenos . Para aumentar de tamanho, os tumores sofrem uma troca
angiogénica, onde predomina a acdo de fatores pro-angiogénicos, resultando em
angiogénese e progressdo tumoral (ROSKOSKI, 2007)

Os tumores que sofrem com a baixa oxigenacdo, aumentam a resposta ao fator
induzivel por hipoxia (HIF) (MAXWELL, 2005), entdo co-ativadores e polimerases sao
recrutados e ocorre ativagdo transcricional de vérias vias génicas envolvidas na
angiogénese, assim, é provavel que a resposta ao estresse hipoxico atraves do HIF seja
um mecanismo pelo qual ocorra a remodelagdo continua dos vasos (FOX, et al , 2007).

O oxido nitrico é derivado do endotélio e promove a angiogénese por inibigdo da
apoptose, aumento da proliferacdo e migracédo das células endoteliais (COOKE, 2003). O
aumento na expressdo de Oxido nitrico € mediado pela enzima dimetilarginina
dimetilamio-hidrolase (DDAH), portanto, sugere-se que esta enzima seja importante na

modulacdo da angiogénese (HULLIN, et al, 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/angiogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antiangiogenic
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antiangiogenic
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MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs de 22 nucleotideos, aproximadamente, e tem
sido descritos como principais reguladores pds-transcricionais da expressdo génica,
inibindo a traducdo de RNAs mensageiros (RICARTE FILHO, KIMURA, 2006). Ja foi
descrita a importancia do miR-193 no cancer como supressor em varios tipos de cancer
de linhagens celulares de cancer de pancreas (JIN, et al, 2015), cérebro (ZHONG, et al,
2014), prostata (RAUHALA, et al, 2010), pele (CHEN, et al ,2010) e mama (YANG, et
al , 2014). No entanto, apenas alguns alvos do miR-193 foram identificados e HULLIN
(2017) sugere que a expressao de miR -193 regula a atividade de DDAH-1 na
mimetizagdo da vasculogénese.

Outro mecanismo para conduzir a angiogénese € o aumento da producéo do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), apoés a regulacdo de HIF. A familia VEGF
humana consiste em VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D (FOX, et al,
2007). Devido a importancia da angiogénese na progressdo tumoral, a inibicdo
da sinalizagdo de VEGF representa um tratamento promissor para o cancer (ROSKOSKI,
2007).

Conforme descrito, VEFG e seu receptor (VEGFR) sdo importantes no
favorecimento do aporte sanguineo e ou linfatico para o tumor (KUREBAYASHI, et al,
1999). Em humanos, a expresséo do fator A de crescimento endotelial vascular (VEGF-
A) aumenta com base no grau do tumor, portanto, um tumor com maior grau histolégico
apresenta niveis mais altos de VEGF-A, conferindo pior prognostico (KOUTRAS, et al,
2005).

O receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR-2) é um dos
principais mediadores da atividade do VEGF-A (GHOSH, et al, 2008). A expressdo de
VEGF foi previamente investigada em tumores de mama caninos e constatada a forte
correlagédo entre a expressao do VEGF e a angiogénese tumoral (QUEIROGA, et al,
2011), e com a metastase em linfonodos (QUIO, 2008).

2.6.2 Alternativas de vascularizacao tumoral

Durante o desenvolvimento tumoral vérias alternativas de vascularizagdo podem
ser recrutadas, uma delas € o processo denominado como brotamento, no qual, 0s vasos
inicialmente dilatam e se tornam porosos em resposta ao fator de permeabilidade vascular
/ fator de crescimento endotelial vascular (VPF / VEGF) (DVORAK, et al, 1995) (figura
1).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasculotropin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasculotropin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/upregulation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasculotropin-b
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasculotropin-c
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasculotropin-d
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vegf-signaling
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vegf-signaling
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A neovascularizacdo por brotamento é regulada por fatores inibidores e pro-
angiogénicos: Citocinas angiogénicas promovem a proliferacdo, a migracéo e a formacéo
de lumen de células endoteliais, enquanto inibidores interferem nestas etapas e modulam
a atividade endotelial (CARMELIET, 2005).

Angicgenasis

i

FIGURA 1. llustracdo da angiogénsese por brotamento a partir de vasos pré-existentes.
Fonte: https://project.inria.fr/mastic/files/2019/07/Cafeln_Habbal 2019 support.pdf

A cooptacdo de vasos (figura 2) é descrita como 0 processo em que 0S tumores
sequestram a vasculatura existente, portanto, englobando-a e retirando-a do estroma
normal para satisfazer suas necessidades metabdlicas (FOX, et al, 2007; HOLASH, et al,
1999).

FIGURA 2. llustracdo esquematica do processo de cooptagdo vascular. Observa-se em

verde a representacdo da massa tumoral, englobando os vasos sanguineos existentes,


https://project.inria.fr/mastic/files/2019/07/CafeIn_Habbal_2019_support.pdf
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representados em vermelho e, em marrom, o estroma normal sendo destruido. Fonte:
DOME, et al, 2007.

O crescimento microvascular intussusceptivo (figura 3) refere-se a formacéo da
rede de vasos pela inser¢do de colunas de tecido conjuntivo, denominadas pilares de
tecido, no limen do vaso e ao crescimento subsequente desses pilares, resultando na
divisdo do limen do vaso (PANTAN, 2000). Esse tipo de angiogénese, observado em
uma ampla variedade de tecidos normais e malignos, é rapida e demanda menos energia
do que o surgimento de novos vasos, ocorre em horas ou até minutos e nao depende
primariamente da proliferacdo das células endoteliais, degradacdo da membrana basal e
invasédo do tecido conjuntivo (KURZ, et al, 2003).

FIGURA 3. llustracdo esquematica do processo de intussuscepcdo vascular, na qual

formam-se pilares luminais levando a biparticdo.Fonte: DOME et al., 2007.

A angiogénese glomeruléide (figura 4) caracteristica de glioblastomas também é
observado em cancer de mama invasivo (BRAT, VAN MEIR, 2001). Estes sao agregados
vasculares, altamente complexos, que se assemelham aos glomérulos do rim, compostos
por uma rede de capilares que sdo revestidos de forma variavel pela membrana basal e
pericitos (FOX, et al, 2007).Sua presenca esta associada a uma sobrevida
significativamente menor no cancer de mama (STRAUME, et al, 2002). Esse processo €
mediado, principalmente por VEGF e leva ao aparecimento de estruturas vasculares
espiraladas simples, que mais tarde se desenvolvem em angiogénese glomeruléide com

varios capilares aferentes e eferentes estreitados (FOX, et al, 2007).
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Figura 4. llustracao esquematica do processo de angiogénese gromeruldide, na qual hd o
rearranjo vascular em alusdo ao glomérulo renal.Fonte: DOME, et al., 2007

A vasculogénese pos-natal consiste da formacao de novos vasos a partir de células
progenitoras endoteliais (CPEs), derivadas da medula 6ssea que se diferenciam em
células endoteliais, por mediacdo de citocinas tumorais (ASAHARA, KAWAMOTO,
2004). O aumento de VEGF circulante foi correlacionado com o nimero de CEPs na
circulagdo na progressdo tumoral (DOME, et al, 2007).

A mimetizacdo da vasculogénese (MV) consiste na capacidade de algumas células
cancerigenas agressivas de expressarem fenotipo de células endoteliais e formar redes de
tibulos semelhantes a vasos, sem a participacdo de células endoteliais (MANIOTIS, et
al, 1999). Essas descobertas apoiam a premissa de que células agressivas adquirem um
fenotipo de plasticidade multipotente, confirmando que células tumorais podem
mascarar-se como outros tipos celulares, com propriedades semelhantes a células-tronco
embrionarias (DOME, et al, 2007).

As evidéncias de MV foram descritas pela observacdo direta e exames
histopatoldgicos, inclusive em tumores de mama caninos € humanos, e esta ligada a
agressividade da doenga (CLEMENTE, et al, 2010).

A MV foi confirmada em carcinomas de mama, prostata, ovario e
pulmdo; sarcoma sinovial, rabdomiossarcoma e feocromocitoma (HENDRIX, et al,
2003). As células tumorais ndo apenas assumem a morfologia das células endoteliais, mas
também adquirem caracteristicas fenotipicas do endotélio, expressando Varios

marcadores vasculares (FOX, et al, 2007).

As células da MV submetidas a estudos de imuno-histoquimica foram positivas a
CK e CK14 (confirmando serem de origem epitelial e neoplasica), uma alta taxa de
células de mimetismo também co-expressam vimentina e citoqueratina (demonstrando a
indiferenciacdo) (CLEMENTE, et al, 2010).
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Em relagdo a marcacgdo endotelial com CD31, h& controvérsias entre os autores,
sendo que alguns demonstram sua marcacao e outros negam (CAl, et al, 2004, GE, LUO,
2018; CLEMENTE, et al, 2010).

Embora o mecanismo da MV ainda néo esteja claro, estudos descobriram que a
cascata de sinalizacdo ERK-1 (regulador de mobilidade celular) / PI3K (ativa a cascata)
/| MMP-2 (degrada a matriz extracelular) pode ser critica para a formacao de MV (Liu,
2018). Alem disso, VEGFR-2, como a maioria dos receptores de tirosina quinase (RTKSs),
induziu a proliferacdo pela ativagdo da via classica quinases reguladas por sinais
extracelulares (ERK), portanto, o0 VEGFR-2 na superficie das células tumorais pode estar
associado a formacdo de MV (LIU, et al, 2018)

Uma metandlise de CAO, et al, (2013), compreendendo 15 tipos de tumores
malignos humanos, revelou que pacientes com cancer positivo para MV apresentaram
uma sobrevida global menor em cinco anos, em relagédo a pacientes com cancer negativo
para MV. Dessa forma, a presenca de redes MV é prognostica de baixa sobrevida, pois
confere aumento do potencial metastatico através da entrada de células tumorais na
vasculatura (WAGENBLAST, et al, 2015).

Os miRNAs desempenham um papel importante na modulacdo da migracéo,
invasdo e angiogénese de células cancerigenas (GE, LUO, 2018). Diversos trabalhos
demonstraram a eficiéncia no uso de miRNA na inibicdo da MV (LIU, et al, 2017; WAN,
et al, 2014; SONG, et al, 2013), porém espectro completo de mecanismos de miRNAs
para inibicdo da MV do tumor ainda precisa ser elucidado (GE, LUO, 2018).

Até 0 momento, as terapias antiangiogénicas atuam principalmente nos vasos
sanguineos dos tumores formados por células endoteliais, portanto, GE, LUO (2018)
afirmam que a formagdo de MV é uma das razfes da limitacéo efeitos terapéuticos desses

medicamentos.

Embora enormes esforgos tenham sido feitos na tentativa de eliminar a formacéo
de MV e alguns medicamentos demonstrem um resultado promissor, ainda estdo em
andamento pesquisas sobre estratégias de tratamento para combater a MV (GE, LUO,
2018). E importante reconhecer esse tipo de neovascularizagio, principalmente, se for o
principal mecanismo de aporte sanguineo pois pode restringir a eficacia terapéuticas dos

agentes antiangiogénicos convencionais (FOX, et al., 2007).
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As estratégias atuais de tratamento, como a quimioterapia, sdo ineficientes no
cancer agressivo. Assim, a VM é um alvo promissor para o desenvolvimento de novas

terapias anticancer, e muitos medicamentos foram investigados (GE, LUO, 2018).

Varios pesquisadores tem se empenhado na investigagdo de modelos para estudar
MV in vitro (YAO, et al., 2013, BARRENDO, et al., 2019, SALINAS-VERA, et al, 2019)
e a formacdo tubular em matrigel tem se mostrado a técnica mais aceitavel (SALINAS-
VERA et al., 2019).

2.7 INIBIDORES DE ANGIOGENESE

Baseado no fato de que o acesso ao suprimento sanguineo tem papel principal no
crescimento do tumor e na metastizacdo (HULLIN, et al, 2017) através de redes
vasculares intra-tumorais formadas pela angiogénese ou remodelamento vascular,
surgiram os tratamentos baseados em terapias antiangiogénicas que sao bastante
promissoras teoricamente, porém os beneficios obtidos sdo modestos e ndo mostraram
aumentar a sobrevida a longo prazo (NISHIDA, et al, 2006).

Como a familia de citocinas reguladoras-chave dos vasos tumorais é o sistema
VEGF / VEGFR, sua modulacdo pode ajudar no remodelamento da vasculatura do tumor

e na melhoria da liberacao de agentes quimioterapicos (JAIN, et al, 2006).

DOME, et al, (2007) supde que a terapia angiossupressora so possa ser aplicada
guando a vascularizacdo do cancer envolver brotacdo das células endoteliais e / ou
vasculogénese pods-natal, pois acredita que o alvo das terapias seria a inibicdo da

proliferacdo de células endoteliais.

A inibicdo da MV ¢ relatada para anular o desenvolvimento do tumor, mas
atualmente, ainda ndo se conhece bem o0s mecanismos moleculares que regulam a MV,
e nem se eles se sobrepdem a angiogénese classica, mas, tem sido sugerido, que uma
regulacdo positiva de genes relacionados a angiogénese possa estar envolvida
(SHIRAKAWA, et al, 2001).

Farmacos antiangiogénicos comuns tém como principal alvo a formacao de
células endoteliais por induzir apoptose das mesmas e reduzir a proliferacdo de tumores
agressivos (GE, LUO, 2018).

Dentre as terapias antiangiogénicas, sorafenib € um inibidor de tirosina quinase
utilizado em medicina humana (ZHU et al., 2017; KALATHIL etal., 2019; YANG et al.,
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2019) e de forma mais recente, usado também na medicina veterinaria (FOSKETT et al.,
2017). Esse farmaco demonstrou atividade significativa contra varias tirosinas quinases
receptoras envolvidas na neovascularizacdo e progressao do tumor, incluindo o receptor
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) -2, VEGFR-3, receptor de fator de
crescimento derivado de plaquetas B, Flt-3, e c-KIT (SCOTT, et al, 2004). As anélises da
densidade de microvasos nas mesmas se¢Ges de tumor usando anticorpos CD31
demonstraram inibicao significativa da neovascularizacdo em todos os trés modelos de
xenoenxerto estudados (SCOTT, et al, 2004).

Em humanos, sorafenib mostrou-se efetivo em inibir angiogénese por induzir
apoptose e ter bom efeito antitumoral (RAOUL et al., 2017). LEE et al. (2012) usaram
sorafenib para inibir o desenvolvimento de cancer de mama de mulheres e demonstraram
sucesso na inducdo da apoptose e autofagia, sugerindo que seu uso pode ser indicado no
controle da doenca tumoral.

ESCUDIER, et al (2007) realizaram um estudo clinico com 903 pessoas
portadoras de carcinoma renal, e concluiram que os pacientes que receberam sorafenib
apresentaram o dobro do tempo de sobrevida que aqueles que receberam placebo.
LLOVET, et al (2008), também tiveram resultado semelhante, quando trataram pacientes

com carcinoma hepatico irressecavel.
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Abstract

Canine mammary gland tumor (CMT) is one of the most important tumors in intact
female dog and due its similarity to human breast cancer (BC), is considered a model in
comparative oncology. A subset of mammary gland tumors can show an aggressive
behavior and a recurrent histological finding is the presence of vasculogenic mimicry
(VM). VM is a process that highly aggressive cancer cells form, making fluid-conducting
channels without endothelial cells. Although VM has been described in canine
inflammatory carcinoma, no previous studies have investigated the prognostic and
predictive significance of VM in CMT. Thus, this research aimed to investigate the
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prognostic significance of VM in vivo and sorafenib capacity to inhibit VM in vitro. VM
was identified in situ, in formalin fixed paraffin embedded CMT samples (n= 248) using
CD31/PAS double staining. VM was identified in 33% of tumors (82/248). The presence
of VM was most related to tumor grade than histological subtype. Patients with positive
VM experienced a shorter survival time (P<0.0001). Due the importance of VEGF-
A/VEGFR-2 autocrine feed-forward loop in epithelial tumors, we investigate the
association of VEGF-A and VEGFR-2 immunoexpression by neoplastic tumor cells and
its association with VM. Among the VM positive samples, all (n=82) showed VEGF-A
and VEGFR-2 high scores (3 or 4), indicating VM as a common finding in tumor
overexpression VEGF-A and VEGFR-2. Thus, we cultured two CMT primary cell lines
(CM9 and CM6), with VM ability in vitro and evaluated sorafenib anti-tumoral effect.
CM9 cell line showed an I1Csp of 2.61uM and CM60 of 1.34 uM. We performed the VM
assay in vitro and treated the cells with sorafenib in 1Cso, for each cell line, and it was able
to inhibit VM in vitro. Overall, our results indicated VM as a prognostic factor for dogs
bearing CMT and that sorafenib has an in vitro effect inhibiting VM in CMT cancer cells.

1 Introduction

Canine mammary gland tumor (CMT) is one of the most common tumors in intact female
dogs, being a therapeutic challenging due its metastatic rate (Goldschmidt et al., 2011).
In a One Health perspective, CMT can be considered a spontaneous model for studying
human Breast Cancer (BC) (Dos Anjos et al., 2019). Thus, studies done in CMT can
benefit both humans and dogs. CMT and human BC shares many clinical and pathological
similarities, including the hormonal regulation (Dos Anjos et al., 2019). To grow and
metastasize, tumor cells require enough supply of nutrients and oxygen (Barreno et al.,
2019). The process of formation of new vessels from existing ones, known as
neoangiogenesis, is induced by hypoxia and production of proangiogenic factors
(Petrovic, 2016). Among the angiogenic factors, vascular endothelial growth factor-A
(VEGF-A) overexpression and its receptor (VEGFR-2) play a key role (Petrovic, 2016;
Barreno et al., 2019). The VEGF-A/VEGFR-2 deregulation was previously demonstrated
in canine CMT (Dos Anjos et al., 2019) and human BC (Guo et al., 2010).

Vasculogenic mimicry (VM) is defined as the process used by highly aggressive
neoplastic cells that generate vascular-like structures, without the presence of endothelial
cells (Ge and Luo, 2018). VM has been extensively described in various tumors and
participates in tumor spread and metastasis (Clemente et al., 2010; Qiqi Liu et al., 2016;
Ge and Luo, 2018; Salinas et al., 2019). Many signaling mechanisms are involved in the
formation of VM. Molecules that are involved in this process are being investigated,
aiming to develop new strategies for therapeutic targets against cancer (Ge and Luo,
2018). Although the mechanism of VM is not yet clear, studies have found that the ERK-
1/PI3K/MMP-2 signaling pathway may be critical for it. In addition, VEGFR-2 can
induce proliferation through activation of the classical extracellular signal-regulated
kinase (ERK) pathway. Therefore, VEGFR-2 expression by tumor cells may be
associated with VM formation (Liu et al.,, 2018). Common anti-angiogenic drugs
primarily target endothelial cells by inducing apoptosis of these cells and reducing
proliferation of aggressive tumors (Ge and Luo, 2018). Among the antiangiogenic
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therapies, sorafenib is a tyrosine kinase inhibitor widely used in human medicine (Zhu et
al., 2017; Kalathil et al., 2019; Yang et al., 2019) and recently used in veterinary medicine
(Foskett et al., 2017).

In humans with liver cancer, sorafenib has been shown to be effective in inhibiting
angiogenesis and inducing apoptosis, with good antitumor effect (Raoul et al., 2017). Lee
etal. (2012) used sorafenib to inhibit the development of human BC cell lines and showed
an effective induction of apoptosis and autophagy, indicating its use in human patients
with BC. However, to our knowledge, there are no previous studies investigating
sorafenib antitumor effect in canine mammary cancer cell lines. Several researchers have
been investigating models to study MV in vitro (Yao et al., 2013, Barreno et al., 2019,
Salinas-Vera et al., 2019). Due the importance of VM for the development of cancer
metastasis and it’s relation with patients prognosis, this research aimed to verify the role
of VM in canine mammary tumor in vitro and in vivo and evaluate the association of
VEGF-A/VEGFR-2 expression in canine mammary carcinoma tumor samples. Besides
that, we evaluated the sorafenib effect on inhibition of VM in canine mammary gland
tumor cells in vitro.

2 Methods

2.1 Study design

This study was performed in accordance with the national and international guidelines
for use of animals in research. All procedures were approved by the institutional Ethics
Committee for the Use of Animals (protocol number: CEUA 0091/2018). The experiment
was design in two steps. The first one, we selected cases of canine mammary gland tumor
from the archives of Veterinary Teaching Hospital of S&o Paulo State University
(UNESP), between 2008 until June 2019. These cases were used to evaluate the
association of vasculogenic mimicry with clinical pathological information. In the second
step, we performed a transcriptome analysis from two CMT cell lines (Costa et al., 2019)
and we identified several differentially expressed genes and ontology process, including
VEGF deregulation. Among the biological process, we found several pathways related to
tyrosine kinase inhibitors. Due this result, we investigate the association of VEGF-A and
VEGFR-2 immunoexpression. The study design is detailed in Figure 1.
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Figure 1. Graphic representation of the study design. It was selected 248 mammary gland
tumors from the veterinary pathology service and samples were evaluated for the presence
of vasculogenic mimicry (VM). Then, we performed CD31/PAS double staining for
identifying VM structures, confirming samples positive for VM. Two canine mammary
gland tumor cells were selected and in vitro tubular assay as performed to identifying
cellular VM ability and the transcriptome was performed to selected drug target. Based
on our transcriptome analysis, we selected VEGF-A/VEGFR-2 and validate its
expression in our tumor group. Confirming the association of VEGF-A/VEGFR-2
expression with VM, we did in vitro assays to evaluate sorafenib (VEGFR-2 inhibitor)
ability to inhibits VM in vitro.

2.2 Patients

We retrospectively included 248 canine mammary gland tumor-bearing dogs treated with
surgery, associated or not with chemotherapy. Our inclusion criteria were patients treated
with surgery associated or not with chemotherapy, clinical information available in the
records, presence of the paraffin block in the veterinary archive for
immunohistochemistry evaluation and patients that did not received chemotherapy prior
surgery. The histological classification was performed according to Goldschmidt et al.
(2011), and tumor histological grade according to Karayannopoulou et al. (2005). For the
clinical evaluation, the patients underwent complete blood count, abdominal ultrasound
and three-view thoracic radiographic examination. The clinical stage was established
according to the World Health Organization classification for CMT (stages I-1V),
modified by Sorenmo et al. (2013). Patients with at least stage Ill disease and at least
tumor histological grade Il received adjuvant or patients with metastatic at the diagnosis
were indicated to be treated with chemotherapy. Clinical follow-up was according to Dos
Anjos et al (2019).
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2.3 CD31-periodic acid Schiff (PAS) double staining for VM

All procedures for the CD31/PAS double staining were performed according to Kim et
al. (2019). Briefly, tissue sections (N=248) were stained using rabbit polyclonal anti-
CD31 primary antibody (PECAM-1, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA)
for blood endothelial cells identification using a polymer system conjugated with
peroxidase as first staining. Then, sections were contra stained with 0.5% PAS and Schiff.
The criteria for considering CD31 and/or PAS positive VM and procedures for
positive/negative control were according to Kim et al. (2019). VM was characterized by
tubular formation or fracture-like structure by tumor cells containing red blood cells with
CD31 and/or PAS positive expression (Kim et al. 2019).

2.4 VEGF-A and VEGFR-2 Immunohistochemistry

Because we found VEGF deregulation in transcriptome analysis, we performed VEGF-A
and VEGFR-2 immunoexpression in the 248 tumor samples used to evaluate VM
formation and prognosis. The procedure for VEGFR-2 immunohistochemical detection,
evaluation and controls were previously described by our research group (Dos Anjos et
al., 2019). The VEGF-A immunostaining was performed using a mouse monoclonal
antibody (clone VG1, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA). The antigen retrieval
was achieved by citrate buffer pH 6.0 in a pressure cooker (Pascal, Dako, Carpinteria,
CA, USA) and endogenous peroxidase was blocked with 8% hydrogen peroxide diluted
in methanol for 10 min. Then, samples were incubated with the primary antibody
overnight and after, with a polymer system (Envision, Dako, Carpinteria, CA, USA) for
1 hour. The samples were incubated with 3,30-diaminobenzidine (DAB, Dako,
Carpinteria, CA, USA) for 5 min and counterstaining with Harris hematoxylin for 1 min.
The blood vessels in the tumor samples were used as an intern positive control. For
negative control, mouse (Negative Control Mouse, Dako, Carpinteria, CA, USA)
immunoglobulin was used in a new CMT section. All antibodies have cross-reaction with
canine tissue provided by manufacturer. For the immunohistochemical analysis, the
evaluators (MCMP and CEFA) were blinded from the patient’s clinical data, histological
type and grade.

2.5 Primary cell culture and anti-tumoral effect of sorafenib

The establishment of canine mammary cell cultures followed a previous description of
our research group (Costa et al. 2019) and all procedures for establishment,
characterization and culture of the CM9 and CM60 mammary primary cells were
described previously (Lainetti et al., 2019). Sorafenib anti tumoral effect was determined
by the assay based on the cleavage of MTT salt into purple crystals by metabolically
active cells. For this experiment, each cell line was seeded in a 96-well plate specific for
cell culture, containing DMEM F12 medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented
with 10% of FBS (Lonza, Basel, Switzerland) and 1% of penicillin and streptomycin. The
cells were maintained for 24 hours at 37 °C. After this initial period, the cells were
cultured and incubated in medium without serum and sorafenib was added to the media
at2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM, 10 uM, 12 uM, 14 uM and 16 uM for 24 hours. For MTT
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control, we used not treated cells (basal control) and cells treated with the highest DMSO
concentration (control of DMSO toxicity). In the same plate, each dosage was tested in
triplicate and each replicate in triplicate (3x3). After 24 h incubation, 10uL of MTT
labeling reagent was added to each well and the plate was incubated at 37°C for 4h. After,
the cultures were solubilized, and the spectrophotometric absorbance of the samples was
detected using a microtiter plate reader at 570nm.

2.6 Invitro VM assay and sorafenib antitumor effect

This experiment was based on two steps. First, we evaluated the moment in cell culture,
of the highest VM formation in the two CMT cell lines (CM9 and CM60). After knowing
this information, we treated the cells with sorafenib (2.61 uM for CM9 and of 1.34 uM
for CM60). All experiments were done in triplicate with negative controls (cells treated
with the DMSO).

All experiments were performed with 80% confluent cell cultures. Three-dimensional
(3D) cell cultures were prepared in a 24-well plate, adding 200 ul of Matrigel (Matrigel®
Growth Factor Reduced (GFR) Basement Membrane Matrix, *LDEV-Free, Corning,
New York, NY, USA) in each well and air-dried for 30 min, at room temperature. Then,
cell cultures were trypsinized and 50,000 cells were suspended in 500 ul of DMEN
medium without fetal bovine serum and seeded on each well. The cells were incubated in
a humid atmosphere with 5% of CO2 at 37°C. The cells were evaluated for VM in an
inverted microscope at 1, 2 3, 4, 5, 6 and 7 hours.

The cells showed the best tubular lane at 4 hours. Thus, we performed the 3D experiments
in triplicate as described above. However, we seeded cells in a 24-well plate adding the
sorafenib, according to the 1IC50 for each cell line. After 4 hours, we evaluated VM
formation in an inverted microscope in treated cells compared to control. The control was
performed in triplicate adding the DMSO concentration of IC50 for each cell.

2.7 Statistical Analysis

The clinicopathological data was evaluated in a descriptive way, with the data presented
as percentage. We evaluated patient’s survival with clinical pathological data, including
the presence VM and VEGF-A and VEGFR-2 expression. The survival curves were
generated using Kaplan-Meier analysis. The Chi-square or Fisher exact tests was used to
evaluate the correlation of VEGF-A and VEGFR-2 immunoexpression with
clinicopathological parameters. Samples with score 1 and 2 were considered VEGF-A or
VEGFR-2 low expression and samples with score 3 and 4 were considered high
expression. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism v.8.1.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA).

3 Results

3.1 Clinical information

Two hundred twenty-three patients (223/248) had malignant mammary gland tumors and
the remaining 25, benign (25/248). Regarding the malignant tumors, carcinoma in mixed
tumor was the most common histological subtype (77/223), followed by complex
carcinoma (49/223), tubulopapillary carcinoma (24/223), tubular carcinomas (21/223),
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solid carcinoma (16/223), comedocarcinoma (10/223), inflammatory carcinoma (9/223),
malignant myoepithelioma (5/223), micropapillary invasive carcinoma (4/223),
carcinosarcoma (3/223), adenosquamous carcinoma (2/223), anaplastic carcinoma
(2/223) and mucinous carcinoma (1/223). Regarding the benign tumor, benign mixed
tumor was the most common tumor subtype (14/25), followed by simple adenoma (6/25)
and complex adenoma (5/25). Patients with inflammatory carcinomas and
carcinosarcomas experiences the shorter survival time (P<0.0001). The complete clinical
information can be found in Table 1.

Table 1. Clinical parameters of the 248 dogs used in this study.

Variables Benign Tumors Malignant Tumors P value
Number of cases 25 (10%) 223 (90%)
Age 9.2£1.99 10.1 £2.01 P> 0.05
Breed
Pure 15 (60%) 152 (61.3%) P> 0.05
Mixed 10 (40%) 71 (38.7%) P> 0.05
Ovariohysterectomy
Yes 0 (0%) 49 (19.7%) P> 0.05
No 25 (100%) 199 (80.2%) P> 0.05
Ulceration
Absent 25 (100%) 196 (79.1%) P> 0.05
Present 0 (0%) 52 (20.9%) P<0.05
Histological grade*
I - 105 (50.9%) -
I - 60 (29.1%) -
i - 41 (20%) -

* For histological grade, it was used 206 dogs.

Forty-two out of 248 canine mammary samples were not histological graded, since they
were for being benign tumors (25) or special tumor subtypes (17). Regarding the 206
graded tumors, grade | tumors were the most frequent (105/206), followed by grade II
(60/206) and grade Il (41/206). Not surprisingly, patients with grade Il tumors
experienced the shorter survival time (P<0.001), followed by patients with grade 1l and
patients with grade I. Regarding the lymph node status, in 14 out of 248 cases, lymph
node histopathology was not performed. Thirty-two patients had lymph node metastasis
at the diagnosis. Patients showing lymph node metastasis at the diagnosis experienced the
shorter survival time (P<0.0001).
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3.2 CD31/PAS double staining

Among all CMT samples (N=248), VM was identified in 33% of tumor samples (82/248).
The presence of VM had a higher relation with tumor grade than histological subtype
(Figure 2). Thus, only tumors with higher grade (11 or 111), independent of tumor subtype,
presented VVM-positive structures. Besides that, patients with positive VM structures
experienced a shorter survival time (P<0.0001) (Figure 2).

3.3 VEGF-A and VEGFR-2 Immunostaining

Due the evidence of several pathways involving tyrosine kinase binding, including VEGF
gene, we evaluated the VEGF-A and VEGFR-2 expression in a large number of CMT.
VEGF-A and VEGFR-2 immunoexpression was identified in endothelial and neoplastic
tumor cells. Among all tumor samples, 178 (74%) out of 248 were positive for VEGF-A.
Sixth-five samples had score 1 (73/178), forty-three score 2 (52/178), forty-one score 3
(25/178) and thirty-four score 4 (28/178). Interestingly, patients with higher VEGF-A
scores experience lower survival time (P<0.0001). VEGF-A score showed a positive
correlation with VM. Regarding VEGFR-2 expression, 65 (26%) out of 248 CMT were
negative. Among the positive VEGFR-2 samples (N=183), 65 out of 183 had score 1, 43
score 2, 41 score 3 and 34 score 4. Patients with VEGFR-2 score 4 experienced the lowest
survival time (P<0.0001) (Figure 2). Besides that, samples with VEGFR-2 score 3 and 4
were also positive for VM. The VEGF-A and VEGFR-2 immunoexpression are shown in
Figure 3.

3.4 Sorafenib ICso and VM in vitro

Since we identified VEGF-A and VEGFR- 2 downregulation in CMT tumor samples, we
investigated sorafenib antitumor effect in our CMT cells. Sorafenib has been shown to
affect viability in primary cells cultures with CM9 cell line, showing an ICs of 2.61uM
and for CM60 of 1.34 uM. Both cell lines also showed VM ability in vitro after four hours
(Figure 4). Sorafenib 1Cso, for each cell line, was able to inhibit in vitro VM and CM9
and CM60 cell lines lack ability to form vascular-like structures in vitro (Figure 4).
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Figure 2. Evaluation of vasculogenic mimicry (VM) in canine mammary gland tumors. A and B: Histological appearance of tubular like-formation
by neoplastic cells with red cells in the lumen (arrows), 200x. C: positive internal control of CD31/PAS double staining. Note the double positivity
for both CD31 (brown staining) and PAS (pink staining) (arrows), 200x. D: tubular-like structure (arrows) formed by neoplastic epithelial cells,
positive for PAS, 400x. E: Overall survival of patients with tumor positive or negative for VM structures. Patients with tumor presenting VM
experienced a shorter survival time (P<0.0001). Besides that, we identified an association of VEGF-A and VEGFR-2 expression with survival
time. Patients with higher scores (3 or 4) VEGF-A (F) or VEGFR-2 (G) experienced a shorter survival time.
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Figure 3. VEGF-A and VEFR-2 expression in canine mammary gland tumor samples. It
is observed a strong (score 4) VEGF-A (A) and VEGFR-2 (B) expression in the same
tumor samples. C: canine mammary gland tumor showing a score 2 of VEGF-A
expression. D: canine mammary gland tumor showing a score 3 of VEGFR-2 expression.
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Figure 4. Evaluation of in vitro vasculogenic mimicry by two canine mammary gland tumor cells (CM9 and CM60). It is possible to observe tubular-like
structures in both cell line after 4 hours. With 6 hours, both cell lines started the tubules disruption, forming group of cells at 8 hours. Cell treated with sorafenib
showed no tubular-like formation at 4 hours. The sorafenib treated cells group at 6 hours; however, did not form linked tubular formation

1917



44

4. Discussion

This paper describes the correlation of VM with prognostic factors in female dogs
harboring mammary gland tumors. Interestingly, dogs with tumors presenting positive
VM formation presented a lower survival time, indicating VM as an independent
prognostic factor in CMT. This feature can be evaluated in HE slides, bringing a new
histological tool for prognosis in CMT. Previously, VM has been demonstrated in female
dogs with mammary gland tumors (Clemente et al., 2010; Barreno et al., 2019). However,
these previous studies have investigated VM only in inflammatory mammary carcinomas
(Clemente et al., 2010, Barreno et al., 2019). Overall, VM was associated with high tumor
grade and undifferentiated histological subtype. In other types of tumors, such as human
hepatocellular carcinomas, VM was associated with tumor grade, invasion, metastasis
and short survival time, indicating the presence of VM in more aggressive tumors (Sun
et al., 2006). In human breast cancer (BC), VM was previously associated with worst
patients’ outcome and with trastuzumab resistance in HER-2 positive tumors (Hori et al.,
2019). Thus, new studies evaluating VM might provide a new therapeutic perspective.
Since dogs are considered a model for human BC study (Dos Anjos et al., 2019), dogs
and human can have benefits in comparative oncology initiatives.

We identified by immunohistochemistry a strong correlation between VEGF-A and
VEGFR-2 in the tumor samples. Besides that, our linear regression analysis demonstrated
a dependency between VEGF-A and VEGFR-2 expression. Thus, it is an evidence that
VEGFR-2 expression is dependent of VEGF-A expression by neoplastic cells. VEGFR-
2 deregulation induces VM by autophagy (Wu et al., 2017), cancer stem cells activation
(Yao et al., 2013) and hypoxia (Zhu et al., 2010). Our results indicated that both VEGF-
A and VEGFR-2 have an association with VM formation and patients’ overall survival.
Since VEGFR-2 activation leads to induce vascular formation (Yao et al., 2013), its
expression occurs in normal endothelial cells during physiological vasculogenesis.
However, cancer cells also can express VEGFR-2 to promote intratumoral vessel
formation. In human gliomas, VEGFR-2 was implied as a key protein for VM and poor
prognosis for the patients. In dogs, VEGFR expression has been investigated in CMT
(Santos et al., 2016, Diessler et al., 2017, Dos Anjos et al., 2019). However, no previous
studies associated VM with VEGFR-2 expression. As previously demonstrated in human
gliomas (Yao et al., 2013), we believed that VEGF-A/VEGFR-2 autocrine feed-forward
loop could be implied in VM formation in CMT. Thus, we investigated in vitro the ability
of a VEGFR-2 tyrosine kinase inhibitor (sorafenib) to prevent VM in vitro.

To investigate cell viability after sorafenib treatment, we determined ICso using MTT
assay. Interestingly, the I1Cso value for our CMT cell lines were lower than the previously
literature for different human cancer cells (Kim et al., 2017, Zanotto-Filho, et al., 2018,
Faranda et al., 2019, Mahmoud, et al, 2019). This result reinforces the use sorafenib in
dogs with CMT as a preclinical model for human BC, and as a therapeutic option for dogs
with more aggressive CMT. sorafenib toxicity and pharmacokinetics was previously
investigated in dogs, demonstrating that sorafenib is safe for treating dogs with cancer
(Foskett et al., 2017). Our cancer cells VM structures after four-hours assay and sorafenib
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inhibited its formation. Thus, future clinical trials in dogs can elucidate whether sorafenib
can be effective for dogs with tumors showing VM.

Several clinical trials have been performed to evaluate sorafenib efficiency in prolonging
patients’ survival, however, the results are controversial (Massarweh et al 2014,
Gradishar 2013, Schwartzberg et al 2013, Baselga et al., 2012; Isaacs et al 2011). Overall,
association of sorafenib with chemotherapy or endocrine therapy has provided clinical
improvement for the patients. One important limitation of these previous studies is the
inclusion criteria having only patients with advanced disease with no predictive marker
selecting which patient will show benefits from therapy (Bront et al., 2017). In this
scenario, our study is proposing that Breast cancer affected patients with histological
evidence of VM in histopathological specimens, could present benefits with sorafenib
treatment. However, prior using VM being predicative to sorafenib treatment, a clinical
study in CMT-affect dogs is necessary to provide a stronger evidence of sorafenib use in
clinical practice.

Since dogs with spontaneous canine mammary gland tumor can important model to
human Breast cancer, it is important to performed clinical studies in owned dogs and
wouldn’t be ethical using Soranib in these dogs without a prior evidence that VM can be
inhibited by sorafenib. Thus, our study is the first preclinical study to show an evidence
that sorafenib can target cells with VM ability.

5. Conclusion

Our results strongly suggest VM as prognostic factor for female dogs with mammary
gland tumors, related to shorter survival time. VM formation can be induced by VEGFR
deregulation, opening a new perspective for treatment with specific inhibitors. We found
that sorafenib inhibited VM in vitro, as well has had an antitumoral effect, indicating its
use in future clinical trial involving dogs.
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