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Resumen

Los tumores mamarios son las neoplasias que con mayor frecuencia se
diagnostican en la perra siendo, por tanto, un problema clinico importante. Son
conocidos por su gran heterogeneidad biolégica e histomorfolégica; estando
constituidos por poblaciones celulares de origen epitelial, mioepitelial y/o
mesenquimatoso. Ademds, aunque dichas neoplasias pueden ser de caracter
benigno, aproximadamente el 50% son de caracter maligno. A pesar de que en la
mayor parte de las ocasiones se trata de tumores de origen epitelial o carcinomas,
también existen otras neoplasias que son poco prevalentes que no se conocen en

profundidad.

Por ello, la presente Tesis Doctoral comprende la realizaciéon de tres
trabajos de investigacion todos ellos centrados en el estudio de tumores
mamarios caninos poco prevalentes, centrandose especialmente en los tumores
mamarios caninos de células fusiformes (CSCMT) y el céncer inflamatorio
mamario canino (IMC), con el objetivo principal de esclarecer algunos aspectos

de su biologia celular que se desconocen o son poco conocidos

En primer lugar, para el estudio de los CSCMT, se realiz6 un estudio
retrospectivo, incluyendo un total de 67 tumores mamarios malignos. En todos
los casos seleccionados, se determiné su diagnoéstico histopatologico (H&E), su
origen probable (mamario, cutdneo o desconocido) y el grado de malignidad
histolégica a partir de secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E).
Asimismo, se estableci6 su diagnostico definitivo mediante el empleo de varios
marcadores inmunohistoquimicos de fenotipo tumoral y, en aquellos casos en los

que fue posible, se determinaron las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y de
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Resumen

prondstico. Los resultados revelaron que los CSCMT son neoplasias de baja
prevalencia (1% de todos los tumores mamarios). De todos los casos incluidos en
el estudio, 3 fueron neoplasias benignas (1 angioma y 2 mioepiteliomas benignos)
y 67 casos fueron tumores mamarios malignos, los cuales, tras la realizaciéon de
la inmunohistoquimica (IHQ), fueron diagnosticados como mioepitelioma
maligno (64%), carcinoma y mioepitelioma maligno (19%), hemangiosarcoma
(8%), carcinoma indiferenciado (5%), tumor de la vaina nerviosa (PNST) (3%) y
tfibrosarcoma (2%). El diagnostico histopatolégico a partir de las secciones
tenidas con H&E cambio en un 75% de los casos tras la realizacion de la IHQ, lo
que sugiere que esta técnica es esencial para poder establecer el diagndstico de
estos tumores. Asimismo, los resultados demostraron que los CSCMT son
tumores solitarios (57%), de gran tamafio (6,42 + 3,92 cm), y poco agresivos.
Utilizando el sistema destinado a determinar el grado histolégico de malignidad
para sarcomas, el grado de mayor malignidad (grado III), se asoci6é con una edad

avanzada y un mayor tamafio tumoral.

En resumen, los CSCMT son neoplasias mamarias poco frecuentes,
generalmente de comportamiento benigno, que deben ser evaluadas por medio
de técnicas IHQ con objeto de determinar su histotipo y poder valorar su

comportamiento benigno.

En cuanto al cancer inflamatorio mamario canino (IMC), neoplasia
mamaria también de baja prevalencia en la especie canina; en este trabajo se

estudiaron diversos aspectos involucrados en su biologia celular que aun no han
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sido completamente elucidados, como el posible papel de las hormonas
esteroides en la angiogénesis tumoral y la expresion de diferentes moléculas de

adhesion y su posible papel en el “fenotipo inflamatorio”.

Especificamente, para poder postular la influencia de diferentes
tratamientos anti-angiogénicos en la produccion in vitro e in vivo de hormonas
esteroides y la posible influencia de estas hormonas en la angiogénesis tumoral,
se procedi6 a la determinacién de la viabilidad celular y la capacidad in vitro de
formar estructuras de tipo vascular de dos lineas celulares de cancer inflamatorio
mamario humano y canino (SUM149 e IPC-366) tras su tratamiento con
diferentes agentes anti-angiogénicos (SU5416, bevacizumab y celecoxib) y VEGF.
Tras la realizacién de ambos ensayos, se determinaron las concentraciones en
medio de cultivo de diferentes hormonas esteroides (progesterona,
dehidroepiandrosterona, androstenediona, testosterona, dihidrotestosterona,
sulfato de estrona y estradiol) y factores de crecimiento endotelial (VEGF-A,
VEGF-C, VEG-D) e IL-8. Ademas, ambas lineas celulares fueron inoculadas en
hembras de ratones inmunodeprimidos (SCID) que fueron tratadas con distintas
dosis de los tratamientos anteriormente mencionados. En estos ratones se
determinaron parametros de curvas de crecimiento tumoral, frecuencia de
aparicion de metastasis y concentraciones intratumorales y séricas de las
hormonas esteroides y factores angiogénicos previos. Los resultados
demostraron que, en condiciones in vitro, la progesterona y el estradiol inducen
la producciéon de VEGF promoviendo la proliferacion celular. Ademas, por

primera vez, se determind la capacidad de SUM149 e IPC-366 de formar
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Resumen

estructuras de tipo vascular en condiciones in vitro, y que los andrégenos (DHEA
y DHT) estan involucrados en la formaciéon de estas estructuras. In vivo, los
resultados demostraron que bevacizumab fue el tinico tratamiento que redujo el
crecimiento tumoral aproximadamente en un 40%. En cuanto al anélisis
hormonal, éste reveld, que las concentraciones séricas de los diferentes esteroides
y factores angiogénicos estudiados fueron menores que las encontradas
intratumoralmente, lo que indica que estos son producidos localmente en los
tejidos donde acttan. Asimismo, se observdé que las concentraciones
intratumorales de testosterona fueron mayores en ratones tratados con
bevacizumab y celecoxib respecto a los grupos control, lo que sugiere que éstas,
pueden estar involucradas en la inhibiciéon del crecimiento tumoral y el
desarrollo de metastasis a distancia. Por otro lado, las elevadas concentraciones
de E1SO4 tras el tratamiento con SU5416, podrian estar involucradas en la

progresion tumoral y la aparicién de metastasis.

Por lo tanto, se puede establecer que las hormonas esteroides podrian estar
involucradas en la produccion de diferentes factores angiogénicos y, por ello, en
la regulacion de la angiogénesis tumoral. Asimismo, es necesario llevar a cabo la
mediciéon intratumoral de las diferentes hormonas esteroides y factores
angiogénicos en los compartimentos donde son biol6gicamente activos con el

objetivo de desarrollar estrategias terapéuticas preventivas individualizadas.

Se ha descrito que el IMC comparte numerosas caracteristicas
epidemioldgicas, clinico-patolégicas y de comportamiento; asi como mecanismos

carcinogénicos especificos con el IBC en la mujer. Ademas, la sobrexpresion de
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la molécula de adhesion E-caderina, también ha sido identificada como una de
las caracteristicas especificas del IBC involucrada en el “fenotipo inflamatorio”.
Sin embargo, hasta la fecha no se habia estudiado su expresién en el IMC. Por
tanto, en ultimo lugar, se investigo la expresiéon de E-caderina y otras moléculas
de adhesiéon en tumores IMC respecto a tumores no-IMC de alto grado de
malignidad y, ademas se determiné si la sobreexpresion de estas moléculas de
adhesion se asocia al “fenotipo inflamatorio”. Para ello, se seleccionaron
retrospectivamente aquellos casos remitidos para su diagnoéstico histopatolégico
(H&E), compatibles con tumores IMC y tumores no-IMC de alto grado de
malignidad y con presencia de metéstasis en linfonédulos regionales. En todos
los casos seleccionados, se reviso el diagnostico histopatolégico, se estableci6 su
grado de malignidad histolégica y se determiné la expresion de las moléculas de
adhesion E-caderina y CADM1 por medio de inmunohistoquimica. Ademas, se
analiz6 la expresion de los genes que codifican la expresion de dichas moléculas
por medio de microarray y, posteriormente, dicha expresion se validé por medio
de qRT-PCR. Este estudio demostré que la expresion de E-caderina y CADM1
fue mayor en los tumores IMC en comparacion con los tumores no-IMC, siendo
ademas, mas frecuente una inmunotincioén citoplasmatica en los tumores IMC
para ambas proteinas. Ademads, la inmunotincién citoplasmatica de E-caderina
se asocio significativamente con la inmunoexpresién de los factores angiogénicos
y linfangiogénicos, COX-2, VEGF-A y VEGE-D. A diferencia de la sobreexpresion
de la proteina de E-caderina, el estudio transcriptémico no mostré diferencias en

la expresion del gen de E-caderina (CDH1) en los tumores IMC respecto a los no-
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IMC; sin embargo, los niveles de expresiéon del gen CADM1 fueron 7 veces
mayores en los tumores IMC en comparacién con los no-IMC. En resumen, estos
resultados demuestran que, de la misma manera que ocurre en el IBC, existe una
asociacion positiva entre la expresion de E-caderina y el “fenotipo inflamatorio”,
y sugieren un posible papel de la E-caderina en la regulaciéon de la exacerbada
angiogénesis y linfangiogénesis caracteristica de este tipo de neoplasia mamaria.
De la misma manera, la expresion de CADM]1 y otras moléculas de adhesion
encontrada en los tumores IMC también sugiere que, no solo la E-caderina, sino
que otras moléculas de adhesiéon podrian estar involucradas en el fenotipo
inflamatorio. Por ello, todos estos resultados respaldan al IMC como un modelo

natural de la enfermedad en la mujer.

Como conclusién, todos estos estudios han esclarecido numerosos
aspectos, hasta la fecha desconocidos, acerca de las neoplasias estudiadas,
ofreciendo informacién de gran utilidad acerca del comportamiento biol6gico de
los tumores mamarios caninos fusiformes, asi como informacién para su correcto
diagnostico. Ademads, establecen la posible influencia de las hormonas esteroides
en la exacerbada angiogénesis caracteristica del cancer inflamatorio mamario y
determinan la existencia de una sobreexpresién de varias moléculas de adhesion,
algunas de las cuéles parecen estar también involucradas en la regulaciéon no solo
de la angiogénesis sino también de la linfangiogénesis. Esto abre la puerta a la
realizaciéon de investigaciones futuras donde dichos aspectos sean tenidos en

cuenta a la hora de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas destinadas a la
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lucha de esta enfermedad de tan dificil tratamiento en la especie canina y

humana.
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Summary

Mammary tumors are the most frequently diagnosed neoplasms in the
female dog, and therefore, they represent a significant clinical problem. They are
characterized by an intrinsic biological and morphological heterogeneity, with a
frequent involvement of different cell populations with an epithelial,
myoepithelial and/or mesenchymal origin. Although these neoplasms can be
benign, approximately 50% are malignant. Although, most of the cases are
tumors of epithelial origin or carcinomas, there are also other mammary

neoplasms with low prevalence that are not fully understood.

For this reason, the present Doctoral Thesis comprises the compilation of
three investigations with focus on the study of rare canine mammary tumors,
specifically canine spindle cell mammary tumors (CSCMT) and inflammatory
carcinoma, with the main objective of clarifying some aspects of their biology that

are unknown or poorly known.

For the study of canine spindle cell mammary tumors (CSCMT), a
retrospective study including a total of 67 malignant mammary tumors was
performed. In all selected cases, the histopathological diagnosis, the probable
origin of the neoplasms (mammary, skin, or unknown), and the grade of
malignancy were determined from HE-stained sections. Likewise, to determine
the definitive diagnosis, immunohistochemistry (IHC) for the identification of
several immunohistochemical markers of tumor phenotype was performed.
Moreover, when it was possible, epidemiological, clinical, and prognostic
features were established. The results revealed that CSCMT are low prevalence

neoplasms (1% of all mammary tumors). Of all cases included in the study, 3
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were benign neoplasms (1 angioma and 2 benign myoepitheliomas) and 67 cases
were malignant mammary tumors, that after IHC were diagnosed as malignant
myoepithelioma (64%), carcinoma and malignant myoepithelioma (19%),
hemangiosarcoma (8%), undifferentiated carcinoma (5%), nerve sheath tumor
(3%) and fibrosarcoma (2%). The diagnoses after IHC differed from HE-based
diagnoses in 75% of cases, which suggests that IHC is essential for the proper
diagnosis of these tumors. Likewise, the results showed that CSCMT are solitary
(57%), large-sized (642 = 3.92 cm) tumors, and generally with low
aggressiveness. High sarcoma grade or grade III was associated with older age
and larger tumor size. In summary, CSCMT are rare mammary neoplasms with
a generally benign clinical behavior. These tumors should be evaluated by IHC
to determine their histotype and to denote their relatively benign clinical

behavior.

Regarding canine inflammatory mammary cancer (IMC), a mammary
neoplasm with low prevalence in the canine species, this study investigated
several aspects involved in its cellular biology that have not yet been completely
elucidated, such as the possible role of steroid hormones in tumor angiogenesis

and the expression of different adhesion molecules.

Specifically, to elucidate the influence of different anti-angiogenic
treatments on the in vitro and in vivo production of steroid hormones and the
possible influence of these hormones on tumor angiogenesis, cell viability and

the in vitro capacity to form vascular-like structures of human and canine
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inflammatory mammary cancer cell lines (SUM149 and IPC-366) were
determined after administration of different anti-angiogenic compounds
(SU5416, bevacizumab and celecoxib) and VEGF. Subsequently, steroid
hormones  (progesterone, = dehydroepiandrosterone, = androstenedione,
testosterone, dihydrotestosterone, estrone sulfate and estradiol) and angiogenic
factors (VEGF-A, VEGF-C, VEG-D) and IL-8 determinations were assayed in
culture medium by EIA. Moreover, both cell lines were inoculated into female
SCID mice, which were treated with different dosages of these therapeutic
agents. Different parameters such as tumor growth curves, the percentage of
distant metastasis and intratumoral and serum concentrations of the
aforementioned steroid hormones and angiogenic factors, were determined after
these treatments. The results demonstrated that under in vitro conditions,
progesterone and estradiol induce VEGF production promoting cell
proliferation. Furthermore, for the first time, the ability of SUM149 and IPC-366
to form vascular-like structures under in vitro conditions has been determined,
and the androgens (DHEA and DHT) are involved in the formation of these
vascular-like structures. In vivo, the results showed that bevacizumab was the
only treatment that reduced tumor growth by approximately 40%. The hormonal
profile revealed that serum concentrations of steroid hormones and angiogenic
growth factors were lower than tumor homogenate levels, indicating that these
hormones and angiogenic factors are produced locally in the tissues where they
act. Moreover, intratumoral testosterone concentrations were higher in

xenotransplanted mice treated with bevacizumab and celecoxib compared to
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control groups, suggesting that these concentrations may be involved in the
inhibition of tumor growth and the development of distant metastasis. On the
other hand, elevated concentrations of estrone sulfate could be involved in tumor
progression and development of distant metastases after SU5416 treatment.
Altogether, these findings support that sex steroid hormones could be involved
in the production of different angiogenic factors and, therefore, in the regulation
of tumor angiogenesis. The intratumoral measurement of the different steroid
hormones and angiogenic factors in the compartments where they are
biologically active is necessary to develop individualized preventive therapeutic

strategies.

Canine inflammatory mammary cancer (IMC) shares numerous
epidemiological, clinicopathological and behavioral features as well as specific
carcinogenic mechanisms with human inflammatory breast cancer (IBC). In fact,
overexpression of the adhesion molecule E-cadherin has been identified as one
of the specific features of IBC involved in the "inflammatory phenotype".
However, its expression in IMC has not been studied to date. Therefore, we
investigated the expression of E-cadherin and other adhesion molecules in IMC
tumors in comparison to non-IMC grade III carcinomas and if increased cell
adhesion molecule expression is associated to the "inflammatory phenotype". For
this purpose, cases submitted for histopathological diagnosis compatible with
IMC tumors and non-IMC grade III mammary carcinomas with lymphovascular
invasion and/or lymph node metastases were retrospectively selected. The

selected cases were morphologically reviewed (HE), the histological grade of
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malignancy was established and the expression of adhesion molecules E-
cadherin and CADM1 was determined by immunohistochemistry. In addition,
the expression of genes encoding these molecules was analyzed by microarray,
and subsequently validated by qRT-PCR. This study showed that E-cadherin and
CADMI1 expression was higher in IMC vs non-IMC tumors, with cytoplasmic
immunolabeling being also more frequent in IMC tumors for both molecules.
Furthermore, cytoplasmic immunolabeling of E-cadherin was significantly
associated with the immunoexpression of the angiogenic and lymphangiogenic
factors, COX-2, VEGF-A and VEGF-D. The transcriptional study did not show a
differential expression of E-cad gene (CDH1) in IMC when compared to non-IMC
cases, however, CADMI1 expression was increased 7-fold in IMC in comparison
with non-IMC cases. In summary, these results demonstrate that, as in human
IBC, a positive association between E-cadherin expression and the IMC
"inflammatory phenotype" exists. Moreover, the overexpression of E-caderin in
IMC cases suggests a possible role of E-cadherin in the characteristic exacerbated
angiogenesis and lymphangiogenesis of this type of mammary neoplasm.
Likewise, CADM1 and other cell-to cell adhesion molecules were differentially
expressed IMC tumors suggesting that not only E-cadherin, but other adhesion
molecules involved in cell-to-cell- adhesion and invasiveness could form part of
the “inflammatory phenotype”. Altogether, these findings support the value of

canine IMC as a good natural model for the study of the human disease.

In conclusion, all these studies have clarified numerous unknown aspects

of the neoplasms studied. They provide valuable information not only about the
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biological behavior of canine spindle cell mammary tumors (CSMTs) but also
useful information for their correct diagnosis. In addition, the studies establish
the possible influence of steroid hormones in the characteristic exacerbated
angiogenesis of inflammatory breast carcinoma and determine the existence of
an overexpression of several adhesion molecules, some of which seem to be
involved in the regulation of angiogenesis. Altogether, these findings offer the
possibility of developing future studies of new therapeutic strategies, in which

these aspects can be considered to combat this disease in both species.

28



IV. REVISION BIBLIOGRAFICA







Revisién Bibliogrifica

1. Introduccidn general a los tumores mamarios caninos

Los tumores mamarios caninos (TMC) son las neoplasias mas frecuentes
en las perras después de los tumores de piel (Destexhe et al., 1993), representando
entre el 50% y 70% de todos los tumores en hembras no castradas (Moe, 2001,

Salas et al., 2015, Goldschmidt et al., 2017, Sorenmo et al., 2020).

Su prevalencia varia dependiendo de la localizacién geografica, y la
principal causa de dicha variabilidad reside en la realizacion una
ovariohisterectomia (OHE) a una edad temprana, siendo mayor en aquellos
paises donde dicha préctica no se realiza de forma rutinaria. Concretamente, en
estos paises, dicha prevalencia es tres veces mayor en la perra que en la mujer
(Goldschmidet et al., 2017). Histéricamente, aproximadamente el 50% de los TMC
han sido considerados malignos; sin embargo, estudios recientes han
demostrado un incremento en la incidencia de los tumores mamarios malignos
frente a los tumores benignos en los tltimos afios, siendo dicha tendencia similar

a lo observado en medicina humana (Salas et al., 2015).

Ademas de dicha tendencia, los TMC y el cdncer mamario humano,
también comparten muchas caracteristicas epidemiolégicas, ambientales,
biolégicas, clinicas, genéticas y patoldgicas; incluyendo la heterogeneidad
histolégica y molecular (Nguyen et al., 2018). Asimismo, los desafios terapéuticos
y los obstaculos a la hora de obtener una cura también son similares, y el
desarrollo de metdstasis y resistencia frente a formacos son la principal causa de
que los tratamientos no funcionen en ninguna de las dos especies. De ahi, que

muchos autores afirmen que los TMC son un buen modelo espontdneo para el
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estudio del cancer mamario humano, y especialmente del cancer inflamatorio

mamario (CI), la neoplasia mamaria més agresiva y letal en ambas especies (Pefia

et al., 2003b, Clemente et al., 2009, Pena et al., 2013, Abadie et al., 2018, Lee et al.,

2018, Jeong et al., 2019).

La etiologia de los TMC es multifactorial, siendo los principales factores
de riesgo la influencia hormonal, incrementdndose dicho riesgo de un 0,5% a un
8% y hasta un 26%, dependiendo de si la OHE se realiza en el primer, segundo o
cualquier estro posterior, respectivamente; y la edad, siendo la edad media de
aparicion, 9-11 afios en perras con tumores mamarios malignos frente a los 7-9
afios en perras con tumores benignos. Ademads, entre otros factores de riesgo
también se incluyen la raza y factores dietéticos. Estudios previos han
demostrado que algunas razas (e.j. Yorkshire Terrier, Pastor Aleman, Cocker
Spaniel, entre otras) tienen una predisposicion genética a padecer TMC aunque
dicha predisposicion varia segtn la localizacion geogréfica (Kaszak et al., 2018).
Asimismo, otros estudios han determinado que perros alimentados con una dieta
rica en carne roja o que son obesos con un afio tienen mayor riesgo de desarrollar

displasias o tumores mamarios (Gray et al., 2020, Sorenmo et al., 2020).

1.1 Clasificacion histopatologica de los tumores mamarios caninos

El diagnéstico histopatolégico de los TMC resulta una ardua tarea debido
a su gran complejidad histolégica. Dichas neoplasias pueden tener un origen

epitelial, mioepitelial o mesenquimatoso dando lugar a maltiples combinaciones,

32



Revisién Bibliogrifica
y por ello originar diferentes subtipos histolégicos. La nueva clasificacion de los
TMC (Zappulli et al., 2019) que sustituye a la clasificacién de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de 1974 y a la ultima clasificacion de 2011
(Goldschmidt et al., 2011), comprende cambios hiperplasicos/displasicos,
neoplasias epiteliales benignas, neoplasias epiteliales malignas, subtipos
especiales de neoplasias epiteliales malignas, neoplasias mesenquimatosas
malignas, carcinosarcomas, la hiperplasia/displasia del pezon y las neoplasias
del pezén. En un enfoque simplista, los tumores mamarios malignos pueden ser
carcinomas simples (formados por células epiteliales malignas), carcinomas
complejos (constituidos por un componente epitelial y un componente
mioepitelial) o carcinomas mixtos (formados por componentes epiteliales,
mioepiteliales y mesenquimatosos). Ademas, los TMC malignos pueden estar
formados exclusivamente por tejido mesenquimatoso (sarcomas); siendo el
osteosarcoma el subtipo histolégico mas frecuente en la perra, o bien estar
constituidos por componentes epiteliales, mioepiteliales y mesenquimatosos
malignos (Zappulli et al., 2019, Sorenmo et al., 2020). Entre todos los tumores
mamaros que pueden desarrollarse en la perra, el adenoma complejo, el tumor
mixto benigno, el carcinoma complejo y el carcinoma sélido, son los subtipos

histolégicos mas frecuentes (Goldschmidt et al., 2011).
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1.2. Introduccion a los tumores mamarios caninos de células fusiformes

CSCMT

Aunque la mayoria de las neoplasias mamarias caninas son carcinomas o
estan constituidas por proliferaciones mioepiteliales faciles de identificar por
medio de técnicas rutinarias (hematoxilina y eosina, H&E), existe un grupo de
tumores mamarios poco frecuentes con una apariencia histolégica similar por
medio H&E. Su principal caracteristica histolégica comtn, es que estan
constituidos por células de morfologia fusiforme o alargada, lo que hace que
dicha morfologia sea insuficiente para alcanzar un diagnoéstico definitivo, y por
ello, sea necesario recurrir a la realizaciéon de técnicas inmunohistoquimicas

(IHQ) para su correcto diagnoéstico (Pefia et al., 2014).

Los autores de este estudio hemos usado el término tumores mamarios
caninos de células fusiformes (del inglés, Canine spindle cell mammary tumors,

CSCMTs) para englobar estas neoplasias.

De acuerdo con la clasificacion histolégica de los TMC anteriormente
establecida por Goldschmidt y colaboradores. (2011) y en la que nos hemos
basado en la presente tesis doctoral, bajo dicha nomenclatura propuesta
encontramos; por un lado, carcinomas o tumores de origen epitelial y/o
mioepitelial, entre los que se incluyen el carcinoma y mioepitelioma maligno (con
minima proliferaciéon epitelial), el mioepitelioma benigno y maligno, el
carcinoma de células fusiformes y el carcinoma de células escamosas-variedad
tusiforme; y por otro lado, sarcomas o tumores de origen mesenquimatoso,

representados por el hemangiosarcoma y el fibrosarcoma; siendo este tltimo
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considerado como el sarcoma mamario mas frecuente en la perra (Dolka et al.,

2013).

Ademas, otros posibles subtipos histolégicos presentes en la mama a tener
en cuenta son, los tumores derivados de los diferentes componentes de la pared
vascular con exclusién del revestimiento endotelial, conocidos como tumores
perivasculares (del inglés, Perivascular wall tumors, PWT) (Avallone et al., 2007),
recientemente identificados a raiz de la reclasificacion de los
hemangiopericitomas (del inglés, hemangiopericytoma, HEP) (Stefanello et al.,
2011) o los tumores de la de la vaina nerviosa (del inglés, Perineural nerve sheet
tumors, PNST) o schwannomas. Estos ultimos, son neoplasias de origen
neuroectodérmico que se originan a partir de las células de Schwann, las células
perineurales o ambos tipos celulares (Suzuki et al., 2014). Todos estos subtipos
histolégicos anteriormente mencionados, también estan constituidos por células
de morfologia fusiforme que se disponen formando remolinos, espirales o haces
entrelazados alrededor de una estructura central, pequena, ovalada y eosinéfila

(nervio) o alrededor de pequerios capilares.

Asimismo, aunque tampoco han sido descritos previamente, la
proliferacion benigna de células endoteliales de origen mamario o angioma es

otro posible subtipo histolégico que estudiar.

En la actualidad, los CSCMT representan un desafio diagnéstico tanto
para anatomopatélogos como clinicos debido a su baja prevalencia, a la escasa

informacién que se dispone para poder diferenciarlos, y al escaso conocimiento
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que existe sobre su comportamiento biolégico. Un estudio previo determiné que
los fibrosarcomas y osteosarcomas son los subtipos histolégicos con menor
tiempo de supervivencia entre los CSCMT (Hellmén et al., 1993). En cuanto al
resto de subtipos histolégicos que constituyen los CSCMT, no existe informacién
acerca de su comportamiento, excepto para el carcinoma de células fusiformes y
el mioepitelioma maligno (con abundante componente epitelial), clasificados
como tumores agresivos (Rasotto et al., 2017). Esto es especialmente importante
ya que los diferentes subtipos histolégicos estan asociados a diferentes

pronoésticos (Pefia et al., 2014).

1.3. Grado histologico de malignidad de los tumores mamarios caninos

Como ya se ha mencionado previamente, la diversidad histolégica de los
tumores mamarios caninos dificulta su diagndstico y proporciona una escasa
informacion pronostica (Pefa et al., 2014). Asimismo, el principal problema en la
evaluacion de los tumores mamarios caninos es identificar aquellos que son
“realmente” malignos (Goldschmidt et al., 2011). Por ello, el empleo de un
sistema destinado a determinar el grado histolégico de malignidad es muy util
para llevar a cabo una clasificaciéon de estos tumores, asi como para establecer un

pronodstico de estos (Pefia et al., 2014).

El sistema de clasificacion actual empleado en todo el mundo para los
TMC malignos, es una adaptacién del método Nottingham empleado para los
tumores mamarios en la mujer (Elston y Ellis). Dicho sistema determina la

malignidad en tres grados histolégicos: grado I (bajo grado, bien diferenciado),
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grado II (grado medio, moderadamente diferenciado) y grado III (grado alto,
poco diferenciado), en funcién de la formacién de tabulos, el pleomorfismo

nuclear y el indice mitético. Dicho sistema es el que se aplica actualmente para

los carcinomas mamarios caninos (Tabla 1).

Tabla 1. Grado de malignidad histolégica para tumores mamarios caninos

(Goldschmidet et al., 2011).

>75% de tabulos en el tumor 1
Grado de 10-75% de tabulos (moderada formacion tubular) | 2
diferenciacion - - —
<10% de tabulos (ausencia o escasa formacién 3
tubular)
Pequefios nicleos regulares o uniformes con un 1
pequeiio nucléolo ocasional
Moderado grado de variacién del tamafio
Pleoformismo nuclear, ntcleos hipercrométicos y presencia de 2
nuclear nucléolos (alguno puede ser prominente)
Marcada variacion del tamafio nuclear, ntcleos
hipercromaticos y a menudo un o varios 3
nucléolos prominentes
0-9 mitosis/10 HPF 1
Indice mitético .
(n° mitosis/ 10 HPF) 10-19 mitosis/10 HPF 2
>19 mitosis/10 HPF 3
) . Grado I. Bien diferenciado 3-5
Grado hI.StO!OgICO Grado II. Intermedio, moderadamente
de malignidad . . 6-7
ot diferenciado
(puntuacion total)
Grado III. Poco diferenciado 8-9

Respecto a los sarcomas, slo se ha determinado su prondstico en general,
siendo considerado muy desfavorable en la mayor parte de los casos, aunque
existen escasos estudios al respecto (Dolka et al., 2013). En la actualidad, tan solo

existe un sistema para determinar el grado de malignidad de los sarcomas
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establecido por Denis y colaboradores (2011) (Tabla 2), no obstante, es necesario

que se lleven a cabo nuevos estudios que se ajusten a los métodos necesarios para

hacerlo ya que atn existen muchas incertidumbres al respecto.

Tabla 2. Grado de malignidad histolégica para sarcomas de tejidos blandos

(Dennis et al., 2011).
Bien diferenciado 1
) Gradq d?, Poco diferenciado 2
diferenciacion
Indiferenciado 3
0-9 mitosis/10 HPF 1
Indice mitotico ..
(n° mitosis/ 10 HPF) 10-19 mitosis/10 HPF 2
>19 mitosis/10 HPF 3
Ausencia de necrosis 0
Indice C}f/ ;1ecros1s <50% de necrosis 1
>50% de necrosis 2
) . Grado I. Bien diferenciado <3
Grado hl-StO!OgICO Grado II. Intermedio, moderadamente
de malignidad . . 4-5
A diferenciado
(puntuacion total)
Grado III. Poco diferenciado 26

Es importante destacar que estos sistemas de clasificacion no pueden
sustituir al diagnéstico histologico; pero si complementarlo, siendo una
herramienta especialmente util para establecer un diagnostico, facilitar la
interpretacion clinica de aquellos diagnoésticos histolégicos complicados y

proporcionar a los patélogos un criterio unificado.
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1.4. Marcadores inmunohistoquimicos para células fusiformes

La inmunohistoquimica (IHQ) ha desempefiado en paralelo con la
histopatologia, un papel cada vez més importante como herramienta diagnéstica

en la identificacion de las neoplasias (Pefia et al., 2014).

Concretamente en patologia mamaria humana, la IHQ se emplea de forma
rutinaria para ayudar a establecer el prondstico y determinar el tratamiento
especifico que han de recibir las pacientes. Contrariamente, en Medicina
Veterinaria, esta no se emplea frecuentemente, aunque en los altimos 15 afios se
ha incrementado el namero de estudios realizados en busca de marcadores

inmunohistoquimicos de diagnéstico y/o prondsticos fiables (Pefia et al., 2014).

Tanto en la perra como en la mujer, las células normales de la glandula
mamaria tienen distintos inmunoperfiles que pueden emplearse para el
diagnostico y el establecimiento de terapias dirigidas. Las células epiteliales
luminales se caracterizan por la expresion de las citoqueratinas (CKs) de bajo
peso molecular &cidas tipo I, CK-18 y CK-19, y basicas tipo II, CK-5 y CK-6. En
cuanto a las células mioepiteliales, mucho més numerosas en los TMC en la perra
en comparacion con otras especies como la gata y la mujer (Goldschmidt et al.,
2011), también expresan otros marcadores como p63, calponina (calp), vimentina
(vim), actina de musculo liso (del inglés, Smooth muscle actin, SMA), P-caderina
(P-cad), CD10, receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés,
Epidermal growth factor receptor, EGFR), maspina y proteina sigma 14-3-3
(Destexhe et al., 1993, Espinosa Los de Monteros et al., 2002, Gama et al., 2003,

Pefa et al., 2014). Sin embargo, un estudio realizado en 2002 (Bocker et al., 2002)
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demostré que de la misma manera que ocurre en la mama de la mujer, las
subpoblaciones celulares de la glandula mamaria son mucho mas complejas.
Mediante el empleo de IHQ de marcaje simple y doble en secciones seriadas de
la glandula mamaria canina normal, se identificaron 5 subpoblaciones diferentes:
1) células progenitoras (CK-5+, CK-14+, p63+ y vim+), 2) células mioepiteliales
intermedias (CK-5+, CK-14+, p63+, SMA+, calp+ y vim+), 3) células
mioepiteliales diferenciadas terminalmente (SMA+, calp+ y vim+), 4) células
glandulares luminales intermedias (CK-5+, CK-14+ y CK-8/18+) y 5) células
glandulares luminales diferenciadas terminalmente (CK-8/18+). Ademas, los
conductos mamarios son considerados nichos regenerativos ya que contienen
células progenitoras y células glandulares luminales intermedias, sin embargo,
estos estdn situados en posicién basal, y no en una posicién luminal como ocurre

en la mujer (Boecker y Buerger, 2003, Rasotto et al., 2014)

De acuerdo con la estandarizacién del marcaje inmunohistoquimico de los
TMC establecido por Pefia y colaboradores (2014), para la correcta identificacion
del fenotipo tumoral es recomendable emplear un panel de anticuerpos que
incluya marcadores inmunohistoquimicos para células luminales (CK-8, CK-18 y
CK-19) y células mioepiteliales (p63, calp). Del mismo modo, de acuerdo con
estas pautas, para confirmar el diagnéstico de mioepitelioma maligno, es
necesario realizar técnicas inmunohistoquimicas que permitan diferenciarlo del
tibrosarcoma y otras neoplasias de células fusiformes tanto de origen epitelial

como mioepitelial.
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Por tanto, en todas estas situaciones, para confirmar la presencia de células
mioepiteliales, es recomendable emplear marcadores de fenotipo epitelial
(pancitoqueratinas), mioepitelial (p63, calp, SMA) y mesenquimatoso (vim). De
esta manera, la inmunotincién positiva para las pancitoqueratinas confirmara el
origen epitelial, y la positividad para al menos a uno de los marcadores de células

mioepiteliales confirmara la naturaleza mioepitelial de la neoplasia.

Ademas, es de vital importancia tener cuidado no solo en la seleccion de
los marcadores que se emplearan en la identificacion IHQ, sino también en la
interpretacion de los resultados, ya que se debe tener en cuenta que las células
mioepiteliales neoplasicas pueden perder sus caracteristicas mioepiteliales
cuando se produce su transformacion mioepitelial-mesenquimatosa (del inglés,
Mioepithelial-mesenchymal ~ transition, MMT) 'y adquirir caracteristicas
mesenquimatosas por medio de mecanismos que adin se desconocen (Beha et al.,
2012). Por todo ello, una negatividad a un marcador mioepitelial no debe
considerarse como excluyente al 100%, de ahi que sea recomendable emplear al
menos 2 marcadores mioepiteliales. Aunque todos los marcadores anteriormente
mencionados pueden ser empleados, los més adecuados en la identificaciéon de

las células mioepiteliales son p63 y calp (Pefia et al., 2014).

2. Introduccidn al cancer inflamatorio mamario

Existe otra neoplasia mamaria poco frecuente que no se encuentra
englobada dentro de la clasificacién anteriormente mencionada, conocida como

cancer inflamatorio mamario (CI). Se trata de un tipo especial de neoplasia
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mamaria que afecta tanto a las mujeres (del inglés, Inflammatory breast cancer, IBC)
como a las perras (del inglés, Inflammatory mammary cancer, IMC), y es
considerada la neoplasia mas agresiva, de peor prondstico y con menor tiempo
de supervivencia en ambas especies (Pérez Alenza et al., 2001, Sleeckx et al., 2011,
Raposo et al.,, 2017a). Ademas, tanto en la mujer como en la perra presenta
caracteristicas genéticas, biolégicas y clinico-patolégicas diferentes del resto de
tumores mamarios (Tavassoli, 1999, Pérez Alenza et al., 2001, Giordano y

Hortobagyi, 2003, Pena et al., 2003, Kim et al., 2011).

El IBC fue descrito por primera vez en 1814 por Charles Bell en su libro
System of Operative Surgery, como un tumor de mama doloroso, que presenta una
coloraciéon violdcea de la piel de la zona tumoral y de mal prondstico. A partir de
ese momento, en la literatura ha sido denominado bajo multitud de nombres;
incluyendo “Sindrome de Volkmann’s”, “mastitis carcinomatosa”, “carcinoma
mamario agudo”, “carcinoma escirro agudo”, “linfocitoma de mama”,
“carcinomatosis mamaria aguda” y “cancer de lactacion”, todos ellos
refiriéndose a la existencia de un tumor mamario agudo y agresivo.
Posteriormente en 1924, Lee y Tannenbaurn realizaron una descripcion clinica de
esta patologia (revisado por Anderson y colaboradores (2005) y Singletar

Singletary y Cristofanilli, 2008), tras lo cual pasé a denominarse “carcinoma

inflamatorio de mama”.

En la actualidad, se denomina genéricamente cancer inflamatorio
mamario y se distinguen dos presentaciones clinicas denominadas, cancer
inflamatorio primario y secundario.
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Por otro lado, en Medicina Veterinaria, el cancer inflamatorio mamario

(IMC) fue descrito por primera vez en la especie canina en 1983 por Susaneck y
colaboradores (1983). Posteriormente, investigaciones realizadas por Pérez-
Alenza y colaboradores (2001), Pefia y colaboradores (2003) y sucesivos estudios
de dicho grupo de investigaciéon, han establecido las caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y patoldgicas de dicha enfermedad, ademas, de realizar
varios estudios enfocados en determinar el perfil hormonal, genético e

inmunohistoquimico en la especie canina hasta la actualidad (Pérez Alenza et al.,

2001, Pefia et al., 2003a, Pena et al., 2003b, Illera et al., 2006, Queiroga et al., 2015).

2.1. Caracteristicas epidemioldgicas del cancer inflamatorio mamario humano

y canino (IBC e IMQ)

La prevalencia del CI es muy baja en ambas especies, en la mujer oscila
entre 2% y 4% de todos los tumores mamarios (Woodward, 2015) mientras que,
en la especie canina, su prevalencia es algo mayor, con una incidencia del 7,6%

de todos los tumores mamarios malignos (Perez Alenza et al., 2001).

Respecto a la edad, se ha observado una mayor proporcién de casos de
IBC en mujeres jovenes (Il'yasova et al., 2011), estimandose la edad de riesgo de
padecer IBC los 57 afios respecto a los 61,9 afos establecida para el resto de los
tumores mamarios no inflamatorios (Anderson et al., 2005). Todo lo contrario,
ocurre en la especie canina, donde la edad de aparicion es mayor respecto a otros
tumores mamarios malignos, determinandose, segtun diferentes estudios, en 10,2

(Pérez Alenza et al., 2001) 0 11,4 afos (de M Souza et al., 2009) frente a los 9,9 afios.
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En cuanto al pronéstico en la mujer, cuando se compara con pacientes con
cancer de mama no inflamatorio localmente avanzado y en estadios similares, las
mujeres con IBC, tiene un prondstico desfavorable, con una tasa de supervivencia
global de menos del 55% a los 5 afios (Cristofanilli et al., 2007, Dawood et al., 2011,
Masuda et al., 2014, Rueth et al., 2014, Fouad et al., 2017). Asimismo, en la perra,
el prondstico también es extremadamente desfavorable. Clemente vy
colaboradores (2009) estimaron un tiempo de supervivencia entre 35 y 57 dias,
dependiendo de si el animal recibia tratamiento quimioterapéutico o paliativo,
respectivamente, aunque M Souza y colaboradores (2009) establecieron un
tiempo de supervivencia ligeramente mayor, 183 dias, tras el tratamiento de las

perras con el antinflamatorio no esteroideo piroxicam.

2.2. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas del IBC e IMC

Tanto en la mujer como en la perra, el CI presenta caracteristicas biol6gicas
que lo diferencian del resto de tumores mamarios (Giordano y Hortobagyi, 2003).
Clinicamente, la principal diferencia que define al CI en ambas especies respecto
a otros tumores mamarios malignos es la apariciéon repentina de edema, eritema,
endurecimiento, aumento de la temperatura de la zona, y a menudo la ausencia
de una masa bien definida detectable por medio de palpacién y mamografia
(Pérez Alenza et al., 2001, Robertson et al., 2010, Woodward, 2015) (Figura 1).
Asimismo, aunque no es considerado como un criterio diagndstico, la aparicion
de retraccion, endurecimiento o formacién de ampollas o costras en el pezon,

también suele ser un hallazgo comin en la mujer (Robertson et al., 2010,
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Woodward, 2015). Por su parte, en la perra es muy comun la afectacion de

multiples glandulas mamarias pudiendo también presentar edema en la cara

interna de la parte proximal de las extremidades (Pérez Alenza et al., 2001).

En cuanto a la afectaciéon ganglionar, entre el 55% y 85% de las mujeres
que padecen IBC, tienen metéstasis en linfonédulos axilares y supraclaviculares
en el momento del diagnostico (Robertson et al., 2010). Asimismo, en la perra
también se ha descrito la afectacion de los linfon6dulos axilares e inguinales, asi
como una severa infiltracion del tejido muscular y adiposo adyacente y la
aparicion de metastasis a distancia, siendo la metéstasis pulmonar la mas
frecuente (Pérez Alenza et al., 2001). Posteriormente, Clemente y colaboradores
(2010a) en un estudio comparativo entre los patrones de metastasis de tumores
IMC y no-IMC, observaron que las perras con IMC también presentan una gran
incidencia de metéstasis en vejiga de la orina y aparato reproductor (ovarios,
cuerpo uterino y vagina), mientras que la incidencia de metdstasis en pulmon,
higado, rifiones y hueso fue significativamente menor respecto a las perras con

no-IMC.
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Figura 1 (A, B). Signos clinicos de IBC (A) e IMC (B). Aumento de tamafio de la
mama y presencia de edema y marcado eritema. A: Imagen tomada de Robertson

y colaboradores (2010); B: Imagen cedida por la Unidad de Oncologia Mamaria

(UOM), Facultad de Veterinaria).

Es importante destacar que en ambas especies todos estos signos clinicos
y especialmente, en ausencia de un nédulo mamario palpable, pueden
equivocarse con un proceso inflamatorio de la mama o piel (mastitis o
dermatitis), y conducir al establecimiento de un diagndstico erréneo teniendo
consecuencias clinicas negativas para el paciente debido su rapida progresion

(Robertson et al., 2010, van Uden et al., 2015).

Histolégicamente, la principal caracteristica histopatolégica del IBC e IMC
que les diferencia del resto de tumores mamarios es la presencia de émbolos
tumorales o la invasion de los vasos linfaticos de dermis superficial por células
neoplasicas que bloquean el drenaje linfatico y causan el edema cutaneo
caracteristico (Tavassoli, 1999, Pérez Alenza et al., 2001, Pefia et al., 2003a,

Robertson et al., 2010, Clemente et al., 2013, Raposo et al., 2017) (Figura 2).
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En el IBC, las células que componen dichos émbolos son generalmente de
elevado grado nuclear y de fenotipo ductal, mientras que en el IMC se observan
dos patrones histoloégicos de embolizaciéon: un patrén tubular/papilar con
estructuras tubulares o papilares bien diferenciadas, y un patrén sarcomatoso,
caracterizado por células independientes de elevada malignidad histolégica
(células anaplésicas) (Pefia et al., 2003a). Ademads, frecuentemente los vasos
linfaticos que no contienen dichos émbolos tumorales suelen estar

marcadamente dilatados (linfangiectasias) (Pefia et al., 2003a, Robertson et al.,

2010).

— > b e

Figura 2 (A, B). Presencia de émbolos tumorales en vasos linfaticos de dermis
superficial (Imagenes: Unidad de Oncologia Mamaria (UOM), Facultad de

Veterinaria).
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Tanto el IBC como el IMC no se corresponden con un subtipo histolégico
especifico, si bien es verdad que el IBC a menudo es de tipo ductal infiltrativo
con alto grado de malignidad histolégica (Robertson et al., 2010), mientras que
para el IMC se ha demostrado que varios subtipos histolégicos de alto grado de
malignidad como el carcinoma simple (tubular, papilar y s6lido), el carcinoma
complejo, el carcinoma de células escamosas, el comedocarcinoma y el carcinoma
rico en lipidos, producen el fenotipo “inflamatorio” en la perra (Pérez Alenza et

al., 2001, Penia et al., 2003, Clemente et al., 2013).

Otra caracteristica relevante del IBC e IMC es su alto potencial
angiogénico, linfangiogénico y linfangioinvasivo. Asimismo, en este tipo especial
de neoplasia mamaria, es comun el fenémeno de mimetismo vascular (del inglés,
Vasculogenic mimicry, VM) (Figura 3), proceso descrito por primera vez en el
melanoma humano (Maniotis et al., 1999) y que es una caracteristica importante
de los tumores altamente agresivos y con plasticidad fenotipica (Robertson et al.,

2010).
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Figura 3 (A, B) Mimetismo vascular (VM). Xenotra:splante de IPC-366 en raton
SCID. Células neoplasicas con morfologia similar a células endoteliales
(Endothelial-like cells, ELC). A. Célula neoplasica con un gran espacio
citoplasmatico central sugerente de wuna luz. B. Células neoplasicas
individualizadas que pueden contener otros tipos celulares en dicha luz

(Imégenes: Unidad de Oncologia Mamaria (UOM), Facultad de Veterinaria).

2.3. Modelos experimentales de investigacion del cAncer mamario en general

vy del cancer inflamatorio mamario.

Dado que el cancer mama es el cdncer mas frecuentemente diagnosticado
y la principal causa de mortalidad entre las mujeres de todo el mundo, el
desarrollo de estrategias terapéuticas y su prevencién son objetivos de vital

importancia para un gran namero de investigadores.

No obstante, debido a la escasez de muestras de tejido humano y a las
cuestiones éticas relativas a la realizaciéon de este tipo de investigaciéon en
Medicina Humana, los grupos de investigacion requieren de modelos in vitro e

in vivo para el estudio de esta enfermedad (Ghoncheh et al., 2016).
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El uso de modelos experimentales es necesario con objeto de poder
reproducir la evolucién fisiopatologica del cancer (desde su origen hasta las
tltimas etapas de desarrollo observadas en los pacientes), investigar el posible
origen, patogénesis y mecanismos fisiopatolégicos involucrados, realizar
estudios sobre mecanismos moleculares, identificar marcadores moleculares y

analizar y probar compuestos quimicos como posibles fdrmacos potenciales (van

Staveren et al., 2009).

2.3.1. Modelos in vitro

Durante la ultima década, las lineas celulares de cancer de mama se han
convertido en uno de los modelos mas empleados a la hora de investigar esta

patologia.

Su utilizacién tiene numerosas ventajas, incluyendo su capacidad de
replicacion ilimitada, sencillo manejo y bajo coste, ademas de ser facilmente
reemplazables a partir de reservas congeladas (Holliday y Speirs, 2011,
Abdelmegeed y Mohammed, 2018). Sin embargo, entre sus desventajas destacan
una propension a la deriva genotipica y seleccion fenotipica debido al continuo
cultivo de clones procedentes de subpoblaciones (Abdelmegeed y Mohammed,

2018).

La primera linea celular de céncer establecida fue la linea celular HeLa y
se obtuvo a partir de un cancer cervical (Gey, 1952). A partir de entonces, se

desarrollaron maés lineas celulares, estableciéndose en 1958, la primera linea
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celular de cdncer mamario denominada BT-20 (Lasfargues y Ozello., 1958;

revisado por Holliday y Speirs, 2011).

En la actualidad, las lineas celulares de cancer mamario mas empleadas en
investigacion pertenecen a la serie MCF (siglas de Michigan Cancer Foundation),
como MCF7; a la serie MDA (aisladas en el hospital MD Anderson Cancer Center)
como la linea hormono-independiente MDA-MB-231; o las pertenecientes a la
serie SUM (creadas en la Universidad de Michigan) como son las lineas SUM149
o SUM190 (Martinez-Carpio y Navarro Moreno, 2003, Lacroix y Leclercq, 2004,

Neve et al., 2006).

Se han establecido mas de 33 lineas celulares de cancer de mama que
derivan de tumores mamarios primarios, tumores metastasicos y efusiones
pleurales (Martinez-Carpio y Navarro Moreno, 2003, Lacroix y Leclercq, 2004,
Neve et al., 2006). Sin embargo, son pocas las lineas celulares disponibles para el
estudio de la biologia del IBC, entre las que se enumeran SUM149, SUM190,
MDA-IBC-3, KPL4, y la linea recientemente caracterizada FC-IBC02 (Visan et al.,
2016). De todas ellas, SUM149 ha sido la més empleada y en la cual se han

determinado muchas de las caracteristicas biologicas del IBC (Tabla 3).
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Tabla 3. Lineas celulares mas empleadas en la investigacion del cancer de mama

(Neve et al., 2006).
T d
Linea celular Clasificacion ~ Fenotipo Origen ot e.
procedencia
Carci ductal
BT-20 Basal A RE-, RP-, HER-2- Mama . _omaduea
infiltrante
Efusi6 Carci ductal
MCF7 Luminal RE+, RP+ HER-2- ., oron  archomaduca
pleural infiltrante
Efusion ]
MDA-MB-231 Basal B RE-, RP-, HER-2- ) : Adenocarcinoma
pleura
Efusi6 Carci ductal
MDA-MB-435 Basal B RE-, RP-, HER-2- ., oron  ardhomaduca
pleural infiltrante
. Efusion )
SkBr3 Luminal RE-, RP-, HER-2+ pleural Adenocarcinoma
Cancer inflamatorio
SUM149 Basal B RE-, RP-, HER-2- Mama .
mamario
Carcinoma
SUM159 Basal B RE-, RP-, HER-2- Mama o
anaplasico
Ca infl tori
SUM190 Basal A RE-, RP-, HER-2+ Mama ahcet intiamatorio
mamario
Efusi6 Carci ductal
T47D Luminal RE+, RP+ HER-2- ., oron  arciomaduca
pleural infiltrante

Ademas de las lineas celulares procedentes de la especie humana, también

existen varias lineas de cancer mamario canino. La primera linea de céncer

mamario canino, REM 134, fue caracterizada en 1982 (Else et al., 1982).

Posteriormente, se han desarrollo otras muchas lineas celulares; algunos

ejemplos son: CMT-1, CMT-2 (Wolfe et al., 1986), CMT-U27, CMT-U111
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(Hellmén, 1992), DTK-E y DTK-PYME (Hsiao et al., 2014), KTOSA5 CSKOS (Pang

et al., 2014), CHMP (Michishita et al., 2011), CMT-W1 y CMT-W2 (Majchrzak et

al., 2013), entre otras.

La obtencion de las lineas celulares de cancer mamario se realiza a partir
de metdstasis o tumores mamarios primarios tras su escision quirdrgica y deben
conservan las caracteristicas originales del tumor primario (Pawlowski et al.,
2009). Ademas, alguna de ellas, presentan resistencia frente a distintos farmacos,
por lo que se han propuesto como un modelo comparativo atil para el estudio de

la resistencia farmacolégica (Chang et al., 2010).

En 2015, se estableci6 y caracterizo la primera y tinica linea celular de IMC,
denominada IPC-366 (Illera-Pefia-Caceres) (Caceres et al., 2015). Se trata de una
linea triple negativa (negativa a RE, RP y HER-2), de tipo basal-epitelial, de
fenotipo muy agresivo y angiogénico con presencia del fenémeno de mimetismo
vascular (VM), y gran capacidad de proliferacion tanto in vitro como in vivo.
Deriva de un céncer inflamatorio mamario primario de perra y mantiene todas
las caracteristicas histopatolégicas del IMC in vivo (Caceres et al., 2015). Ademas,
comparte muchas caracteristicas con su homoéloga humana, SUM149 (Caceres et
al., 2017), lo cual es de vital relevancia, ya que como se ha mencionado
anteriormente, en la actualidad hay pocas lineas celulares para el estudio del IBC,
de tal manera que, esta linea celular supone un modelo comparativo muy ttil en
la realizacién de estudios oncolégicos que permitan avanzar en el estudio de

ambas enfermedades y la busqueda de nuevas dianas terapéuticas.
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2.3.2. Modelos in vivo

El empleo de los modelos animales ha sido fundamental para obtener
nuevos conocimientos acerca de los mecanismos que sustentan el desarrollo del
cancer de mama, proporcionando oportunidades para el estudio de estrategias
terapéuticas y preventivas frente al cincer (Abdelmegeed y Mohammed, 2018).
En la actualidad, existe una gran variedad de modelos in vivo disponibles y la
eleccion del modelo méas adecuado depende fundamentalmente de la

pregunta/as especificas planteadas en cada estudio (Holen et al., 2017).

Generalmente, los roedores, y especialmente los ratones, son los animales
mas empleados en la investigacion del cancer de mama. El éxito de estos modelos
radica en el profundo conocimiento que se tiene de su biologia mamaria (en
relaciéon con el desarrollo o aparicién de tumores espontdneos), ademads de la
cantidad de genes promotores que han sido caracterizados en esta especie,
permitiendo la introduccién o eliminaciéon de genes mediante técnicas de
ingenieria genética (Borowsky, 2003). Sin embargo, todavia existen numerosos
retos en la validaciéon de los modelos murinos para el estudio del cancer de
mama, ya que ciertos subtipos mamarios no pueden ser validados en estos
modelos, puesto que no reproducen con precision las caracteristicas concretas de

estos tumores.

En las tultimas décadas, mediante el uso de ingenieria genética se han
desarrollado 2 modelos que han sido ampliamente utilizados en el estudio del
cancer de mama: los ratones transgénicos y los ratones knockout, genéricamente

conocidos como GEMMs (del inglés, Genetic engineered mouse models).
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Ambos modelos son muy ttiles en la evaluacién genética del céncer,
permitiendo conocer, no sélo los efectos de las alteraciones producidas en genes
individuales, sino también para determinar los mecanismos de cooperacién entre
multiples genes involucrados en la tumorigénesis (Menezes et al., 2014, Holen et
al., 2017, Abdelmegeed y Mohammed, 2018) y comprender el proceso de
iniciacion tumoral, el desarrollo tumoral temprano y la recaida tras las terapias.
Sin embargo, estos modelos estan limitados; por un lado, debido a que las células
cancerosas proceden de las células del ratén luego no pueden imitar
completamente los tumores humanos y, por otro lado, debido a su escasa
prediccién de terapias efectivas (Whittle et al., 2015, Holen et al., 2017, Murayama

y Gotoh, 2019).

Concretamente, los modelos transgénicos se desarrollan mediante la
introduccion de un gen exégeno de interés (oncogen) en el genoma de un 6vulo
fertilizado (Menezes et al., 2014, Murayama y Gotoh, 2019). De todos ellos, los
mas empleados en la investigacion del cdncer mamario son los Erbb2 y MINO
(del inglés, Mammmary intraepithelial neoplasia outgrowth), empleados
especialmente en la investigacion de mecanismos moleculares (Namba et al.,

2004).

Por otro lado, los modelos knockout, se generan mediante la introduccién
de un vector que codifica una versiéon modificada y no funcional del gen de
interés (gen supresor tumoral) en las células madre embrionarias del raton
(Menezes et al., 2014, Murayama y Gotoh, 2019, Hughes y Saunders, 2011). Estos

modelos son particularmente interesantes en la investigaciéon del papel que

55



Revisién Bibliogrifica
desempefan genes supresores, como los modelos Tp53, que carecen de la

expresion del gen p53, o modelos knockout para genes supresores de tumores

como el Rb, E-caderina o BRCA1 y BRCA2 (Jerry et al., 2000, Moynahan, 2002).

Ademas de los modelos modificados genéticamente, también
encontramos los ratones inmunodeprimidos. Los ratones “nude” (atimicos) y
SCID (del inglés, Severe combined immunodeficiency) (inmunodeficiencia
combinada severa) son los roedores mds empleados en la realizaciéon de
xenotransplantes, definiéndose como un transplante de un material biolégico a
un hospedador perteneciente a una especie diferente de la que procede el
material integrado, en este caso células neoplasicas (Borowsky, 2003, de Jong y

Maina, 2010).

Las principales ventajas del uso de estos modelos son numerosas: muchos
de ellos son reproducibles, facilmente disponibles y el namero de animales a
utilizar es estadisticamente véalido. Sin embargo, también presentan desventajas
derivadas de un elevado coste de mantenimiento, los animales estidn
inmunodeprimidos, el componente estromal del tumor es de origen murino, y,
en la mayoria de las ocasiones, los tumores se implantan en localizaciones que

no coinciden con la localizacién original del tumor primario (Teicher, 2006).

Recientemente, los modelos de xenoinjertos derivados de paciente (del
inglé, Patient-derived xenograft, PDX) han surgido como una poderosa
herramienta en la investigaciéon del cdncer de mama frente a los modelos

anteriormente descritos, debido a la tendencia actual de ofrecer a cada paciente
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un plan de tratamiento individualizado adaptado al tipo de tumor que posee y
al estadio clinico en el que se encuentra (Dobrolecki et al., 2016). En estos modelos,
las células neoplasicas o pequefios fragmentos del tumor de un paciente
obtenidos por medio de cirugia o a partir de una biopsia, son inoculados
directamente en un ratén inmunodeprimido (Murayama y Gotoh, 2019, Ramirez
et al., 2019). Sus principales ventajas son que retienen las caracteristicas
histolégicas, inmunohistoquimicas, genémicas, transcriptémicas y protedmicas
del tumor original. Ademds, se ha demostrado que tienen respuestas al
tratamiento comparables a las observadas clinicamente en pacientes, de ahi que
sean muy utiles en la evaluacion de la eficacia de farmacos antitumorales, y se

empleen como modelo de estudio de metéastasis (Zhang et al., 2013, Dobrolecki et

al., 2016, Liu et al., 2019, Murayama y Gotoh, 2019, Ramirez et al., 2019).

No obstante, el principal problema de estos modelos es que siguen
tratindose de ratones inmunodeprimidos, luego las interacciones que se
establecen entre las células tumorales y las células inmunitarias en el tumor
original no pueden ser reproducidas, lo que dificulta predecir de forma
fehaciente la eficacia de los medicamentos probados y determinar los
mecanismos de resistencia que se establecen frente a dichos farmacos, todo ello

unido a su elevado coste econémico (Murayama y Gotoh, 2019).

Con el fin de superar esta desventaja y dado que en las altimas décadas se
ha demostrado que los componentes del microambiente tumoral (como las
células inmunitarias, fibroblastos, células endoteliales, etc.) juegan un papel muy

importante en el crecimiento y mantenimiento del tumor, en la actualidad estan

57



Revisién Bibliogrifica
cobrando especial relevancia el empleo de ratones humanizados. Estos modelos
se generan mediante la inoculacion de células madre hematopoyéticas humanas
(del inglés, Hematopoietic stem cells, HSC) o leucocitos aislados de sangre
periférica o bazo, en ratones inmunodeprimidos que previamente han sido
irradiados con objeto de eliminar completamente su sistema inmunitario, y a los
que posteriormente se les inocula fragmentos de tumores derivados de un
paciente (Pearson et al., 2008, Murayama y Gotoh, 2019). Estos modelos pueden
respaldar muchos estudios en muchas areas de la inmunologia, incluida la
autoinmunidad, los trasplantes, las enfermedades infecciosas y el cancer, y son
especialmente valiosos en la experimentacién donde no se dispone de un modelo
animal especifico de la enfermedad humana, como ocurre en el caso de algunas

enfermedades virales (Pearson et al., 2008).

En la investigacion del cancer mamario en la especie canina, también se
dispone de modelos animales, bien por medio de la inoculacién en ratones
inmunodeprimidos de lineas celulares obtenidas a partir de tumores mamarios
caninos (Norval et al., 1984, Kawabata et al., 2006, Gentschev et al., 2009, Chang et
al., 2010), o por medio de trasplantes de tumores primarios (Sugimoto et al., 1994,
Yamashita et al., 2001). Estos modelos han sido empleados en conocer el
comportamiento y las caracteristicas de los tumores obtenidos (Norval et al., 1984,
Sugimoto et al., 1994), asi como, en el estudio de terapias antineopldsicas
(Yamashita et al., 2001, Chang et al., 2010) y vacunas virales como un posible

agente terapéutico frente a los TMC (Gentschev et al., 2009).
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En cuanto a la investigacién del IMC, también se ha recurrido al empleo

de modelos animales. Concretamente, en 2013, Camacho y colaboradores
caracterizaron un modelo de ratones inmunodeprimidos trasplantados
ectopicamente a partir de tumores primarios de IMC. Los resultados obtenidos,
mostraron que los xenotransplantes reproducian las caracteristicas histologicas
del tumor primario, siendo tumores altamente agresivos, con presencia de
émbolos tumorales en los vasos linfaticos de dermis superficial, de fenotipo RE y
RP positivos y HER-2 negativos y productores locales de estrégenos y

andrégenos.

2.3.3. Modelos espontineos animales

Aunque los estudios in vitro a partir de lineas celulares inmortales y los
modelos in vivo, empleando xenotransplantes de lineas celulares o tejidos
derivados de pacientes, indudablemente han aumentado nuestra compresiéon
acerca de los mecanismos moleculares implicados en el cdncer de mama, también
tienen limitaciones significativas, como las elevadas tasas de fracaso de muchos
de los farmacos desarrollados. De hecho, se ha estimado que tan solo el 3-6% de
los farmacos que muestran resultados prometedores en estos estudios preclinicos

finalmente son empleados en clinica (Gray et al., 2020).

Por ello, en los dltimos afios la oncologia comparativa ha surgido como
una alternativa a estos modelos, ya que permite investigar el cdncer de mama
humano empleando tumores que se desarrollan espontdneamente en los

animales.
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La especie canina es un excelente modelo para la realizacién de este tipo

de estudios, ya que las perras presentan tasas de incidencia de cancer de mama
similares a la mujer, desarrollan espontdneamente numerosos tumores mamarios
y tienen caracteristicas clinico-patolégicas, como la edad, el indice de masa
corporal o la influencia hormonal entre otros, similares al cAncer mamario en la
mujer (Paoloni y Khanna, 2008, Rowell et al., 2011, Kristiansen et al., 2016).
Ademas, los factores de riesgo involucrados en la carcinogénesis también son
similares entre ambas especies, ya que los perros y los humanos comparten un
entorno comun, estando expuestos a los mismos carcinégenos y, los tumores se
desarrollan espontdneamente en presencia de un sistema inmune funcional,
incluyendo las complejas interacciones que se establecen entre el sistema inmune

y las células tumorales (Pang et al., 2014).

Por otro lado, la vida media de los perros es mas corta que la de los
humanos, lo que permite a los investigadores estudiar tumores que se
desarrollan en un menor periodo de tiempo, que es suficiente para establecer la
comparacion de las respuestas al tratamiento, pero sin dejar de ser lo
suficientemente corto para asegurar una rapida y fehaciente conclusion de los

ensayos clinicos (Gray et al., 2020).

Ademas, los perros son mas similares a los humanos que los roedores en

términos de anatomia, fisiologia, metabolismo, inmunologia y genética (Gray et

al., 2020).
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Por todas estas razones, la especie canina es considerada cada vez mas

como un excelente modelo intermedio entre los roedores y los humanos para uso
en investigacion traslacional y como modelo predictivo para el desarrollo de

tarmacos en humanos (Paoloni y Khanna, 2008, Gordon et al., 2009, Lokuhetty et

al., 2019).

En el caso del CI, las similitudes encontradas en cuanto a caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e histopatolégicas entre el IBC e IMC demuestran la
validez de la perra como un buen modelo natural para el estudio del IBC en el
contexto de la investigacion oncolégica comparada y la investigacion
translacional en beneficio de ambas especies (Pefia et al., 2003a, Clemente et al.,

2010a, Raposo et al., 2017).

2.4. Bases moleculares del IBC e IMC

En patologia humana, la IHQ se emplea de forma rutinaria para
determinar el prondstico y guiar la planificacién del tratamiento que van a recibir
las pacientes con cadncer de mama, al emplear marcadores especificos para
predecir la respuesta a la terapia (Payne et al., 2008). Durante los tltimos afios, se
han realizado esfuerzos considerables para caracterizar y clasificar a nivel
molecular los tumores mamarios en la mujer con objeto de poder proporcionar
tratamientos individualizados. Sin embargo, debido a las limitaciones
econdmicas y el tiempo que supone su realizacién, su clasificacion molecular
todavia se basa en gran medida en la evaluacién IHQ de los biomarcadores:

receptor de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP), receptor 2 del factor
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de crecimiento epidérmico humano (HER-2) y Ki-67, entre otros (Lokuhetty et al.,
2019). En base a esto, en la actualidad los tumores mamarios en la mujer se
clasifican por medio de IHQ en los siguientes subtipos moleculares: luminal A,
luminal B HER-2 negativo, luminal B HER-2 positivo, HER-2 positivo y TNBC

(del inglés, Triple negative breast cancer) (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién de los subtipos moleculares en el cAncer de mama humano.

Subtipo molecular RE RP HER-2 Ki-67 GHM*
Luminal A +++ 4+ - Bajo Bajo
Luminal B HER-2 negativo ~ + +/- - Alto Medio/ Alto

Luminal B HER-2 positivo + +/- +/++ Alto Medio/ Alto
HER-2 positivo - - +++ Alto Alto
TNBC - - - Alto Alto

*GHM= Grado histol6gico de malignidad.

+ = bajo; ++ = moderado., +++ = alto; - = negativo.

En cuanto al cancer de mama triple negativo (TNBC), subtipo molecular
caracterizado por la ausencia de expresion de RE, RP y HER-2, a su vez, puede
subdividirse de acuerdo con su perfil genético en: receptor de andrégenos
luminal (LAR), mesenquimatoso (MES) y dos subtipos basales de acuerdo con su
positividad a citoqueratinas de alto peso molecular (del inglés, High-molecular-
weight cytokeratins, HMWCK), y son: el subtipo inmunodeprimido (o de tipo basal
inmunodeprimido, BLIS) y el inmunoactivado (o de tipo basal inmunoactivado,

BLIA), dependiendo de la mayor o menor expresion de genes asociados con las
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células T, B y natural killer (Rakha y Green, 2017, Harbeck et al., 2019, Lokuhetty

et al., 2019) (Tabla 5).

Tabla 5. Subtipos moleculares de los tumores mamarios triple negativo (TNBC).

Subtipo molecular de TNBC Caracteristicas

LAR RA +, MUC-1 +

MES Genes EMT +, PDGFRa +, c-Kit +
BLIS HMWCK +, VTCNT1 +
BLIA HMWCK +, STAT +

RA: Receptor de andrégenos; MUC-1: Mucina-1 asociada a la superficie celular;
EMT: Transicién epitelio-mesenquimatosa; PDGFRa: Receptor a del factor de
crecimiento derivado de plaquetas; c-Kit: Receptor del factor de células madre;
HMWCK: Citoqueratinas de alto peso molecular; VICN1: inhibidor 1 de la
activacion de linfocitos T inmunosupresores que contienen el dominio V-set;

STAT: familia de genes transductores de sefial y activadores de transcripcion.

Todos los subtipos moleculares anteriormente mencionados, pueden
aparecer en el IBC, aunque su proporcion varia respecto a los tumores mamarios
no inflamatorios (no-IBC). Concretamente, la incidencia de tumores positivos al
RE es menor en el IBC (30%) respecto a los tumores no-IBC (60%-80%), mientras
que los subtipos HER-2 positivos y TNBC son mas frecuentes en el IBC,
representando un 40% para el IBC frente a un 25% en tumores no-IBC y un 30%
frente al 10-15% en tumores no-IBC, respectivamente (Lim et al., 2018). Ademas,
todos estos subtipos son considerados mas agresivos en el IBC en comparacion

con los de los tumores no-IBC, manifestando una menor respuesta terapéutica,
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una menor supervivencia y una mayor recurrencia (Masuda et al., 2013, Lim et

al., 2018).

Al contrario de lo que ocurre en el cancer mamario humano donde el
establecimiento del subtipo molecular es de gran relevancia, la clasificacion
molecular no se encuentra tan bien definida en los tumores mamarios caninos. A
pesar de las pautas establecidas por Pefia y colaboradores (2014) para su
evaluaciéon IHQ y la correcta interpretaciéon de los resultados, el porcentaje de
estos subtipos moleculares varian enormemente entre los diferentes estudios

realizados debido al empleo diferentes métodos de deteccién y sistemas de

evaluacion (Gama et al., 2008a, Sassi et al., 2010, Im et al., 2014, Abadie et al., 2018).

Recientemente, en un estudio realizado por Abadie y colaboradores
(2018), se determindé que el subtipo molecular més frecuente y con una
prevalencia aun mayor que en las mujeres, es el subtipo TNBC (76%), mientras
que un 23,7% de los casos son de subtipo luminal, concretamente un 14,3% son
luminal A y un 9,4% son luminal B y, ademés no observaron tumores con
sobreexpresion a HER-2 (Abadie et al., 2018). Estos resultados contrastan con
algunos estudios previos, que describen al subtipo luminal (tanto luminal A
como luminal B) como el subtipo molecular més frecuente, asi como la existencia
de tumores con sobrexpresion a HER-2 (Gama et al., 2008a, Sassi et al., 2010, Im et

al., 2014).

Ademas, Abadie y colaboradores (2018) determinaron que los tumores

TNBC muestran muestra un intervalo libre de enfermedad (del inglés, Disease-
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free interval, DFI) y una supervivencia general (del inglés, Overall survival, OS)
significativamente menor en comparacion con los tumores luminal A (Abadie et
al., 2018). Resultados comparables se han obtenido en otros estudios, donde el
tenotipo TNBC se relacion6 con un elevado grado histolégico de malignidad, la
invasion linfatica y un mal prondstico, mientras que los tumores luminales A

fueron a menudo tumores complejos asociados con un mejor prondstico y un

gran DFI y OS.

2.4.1 Moléculas de adhesion

La diseminacién metastasica de las células tumorales a 6rganos distantes
es una de las principales causas de muerte en pacientes con cancer. Se trata de un
proceso complejo donde una de las caracteristicas mas destacadas es la pérdida
de las uniones células-célula como consecuencia de cambios en la expresiéon y/o
funcién de las moléculas de adhesion (del inglés, Cell adhesion molecules, CAM)
(Cavallaro y Christofori, 2004, Makrilia et al., 2009). Por ello, estas moléculas se
hayan convertido en centro de una intensa investigacién, con objeto de
determinar si pueden ser empleadas como importantes biomarcadores de

diagnostico y posibles dianas terapéuticas (Makrilia et al., 2009).

Las moléculas de adhesion son proteinas transmembrana ampliamente
expresadas en el epitelio y endotelio normal y las células inflamatorias, y median
las uniones célula-célula y las interacciones entre las células y los componentes
de la matriz extracelular (Janiszewska et al., 2020). Aparte de esta funcién,

también estan involucradas en una gran variedad de procesos celulares, como el
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mantenimiento de la arquitectura de los tejidos, la embriogénesis, morfogénesis
y organogénesis, la transducciéon de sefales, la comunicacién celular, el
crecimiento y supervivencia celular, la apoptosis, la respuesta inmune e
inflamatoria y la reparacion tisular (Okegawa et al., 2002, Okegawa et al., 2004,
Makrilia et al., 2009, Janiszewska et al., 2020). En funcién de su estructura y el tipo
de unién que establecen se dividen en 4 grupos: caderinas, integrinas, selectinas
y miembros de la familia de las inmunoglobulinas (Igs) (Makrilia et al., 2009,

Janiszewska et al., 2020).

Respecto a estas moléculas y su papel en el desarrollo y progresion
tumoral, destaca la E-caderina (E-cad), una glicoproteina transmembrana
perteneciente a la familia de las caderinas localizada en las uniones adherentes
(zona adherens), que media las uniones intercelulares célula-célula mediante el
establecimiento de uniones homofilicas en presencia de Ca?* extracelular
(Lombaerts et al., 2006). Esta molécula estd compuesta por un dominio
extracelular externo compuesto por 5 subdominios, un segmento transmembrana
y un domino citoplasmatico corto y conservado, el cual interactta con el
citoesqueleto de actina a través de varias proteinas llamadas cateninas (a-, B-y v-
catenina). Especificamente, en las uniones adherentes, la B-catenina se une a la
region C-terminal de la E-cad y luego, directamente a la a-catenina formando el
complejo caderina-catenina, el cual a su vez se une al citoesqueleto de actina

(Cavallaro y Christofori, 2004, Bryant y Stow, 2004).

En condiciones normales, esta proteina de adhesion es esencial en el

mantenimiento de la polaridad celular, las uniones célula-célula y la
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organizacion de la arquitectura tisular, y se ha visto que tiene un importante
papel supresor en varios canceres, incluido el cdncer de mama (Rodriguez et al.,
2012). Este mecanismo de supresion tumoral puede proceder de la funcion
cohesiva de la E-caderina, que evita que las células tumorales se separen las unas
de las otras, impidiendo asi su migracién hacia otros dérganos y tejidos, o
alternativamente, antagonizando la funcién de sefializacion nuclear de la B-
catenina, al alterar su capacidad para regular genes diana que favorecen la

iniciacién tumoral, ya que la B-catenina es un proto-oncogen (Kaszak et al., 2018).

Sin embargo, la pérdida de su expresion o funcién por medio de
mecanismos genéticos y epigenéticos es un importante prerrequisito para el
desarrollo y progresion tumoral, el aumento de la motilidad celular y el potencial
metastidsico de un tumor (Cavallaro y Christofori, 2004), y ademas esta
estrechamente relacionado con el proceso de transicion epitelio-mesenquimatosa

(EMT).

Algunos estudios han descrito la existencia de cambios genéticos del gen
de E-cad (CDH1); incluyendo mutaciones somaticas, reordenamientos de la
cromatina o la hipermetilaciéon del gen, en el cAncer mamario humano (Berx y
Van Roy, 2001). Especificamente, en el carcinoma lobular infiltrativo (del inglés,
Infiltrative lobular carcinoma, ILC), el cudl tipicamente no muestra una expresiéon
de E-cad, se ha demostrado la existencia de mutaciones inactivantes en
combinacién con una pérdida de la heterocigosidad del alelo de tipo natural o
silvestre (wild-type) del gen CHDI1, mientras que en el carcinoma ductal

infiltrante, el cual muestra una disminucion heterogénea de la expresiéon de E-
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cad, no se han encontrado mutaciones de este gen (Berx y Van Roy, 2001). En el
caso de la especie canina, aunque se han descrito la existencia de algunas
variaciones de dicho gen, tales como los polimorfismos de un solo nucleétido
(del inglés, Single nucleotide polymorphism SNPs), su influencia en el desarrollo y

progresion del cancer mamario es desconocida (Canadas et al., 2019).

En el cédncer mamario canino, se ha demostrado una asociacion
significativa entre la pérdida de expresiéon de E-cad y caracteristicas clinico-
patolégicas de agresividad, tales como, un elevado grado histologico de
malignidad e indice mitético, un mayor tamafio tumoral y la presencia de
ulceracién, necrosis y metastasis en linfonédulos regionales (Brunetti et al., 2003,
Gama et al., 2008b, Yoshida et al., 2014). Ademads, dicha perdida de expresion
también se ha asociado con un mal pronéstico, como una menor supervivencia
libre de enfermedad (del inglés, Disease-free survival, DFS) y OS (Canadas et al.,
2019), demostrando asi, la importancia de esta molécula como un importante
marcador pronéstico. En el caso de los tumores mamarios en la mujer existe
controversia, ya que algunos estudios no han confirmado est4 relacion (Bukholm
et al., 1998, Kovacs et al., 2003, Gama et al., 2008b), mientras que otros (Gillett et
al., 2001, Howard et al., 2005) si que han asociado la expresion de E-cad con la

presencia de metastasis en linfonédulos regionales.

Curiosamente, al contrario de lo que ocurre en otros tumores mamarios
malignos en la mujer, donde la expresién de esta molécula se pierde con la
malignidad, en el IBC, la E-cad estd sobreexpresada y distribuida

circunferencialmente alrededor de la membrana celular (Ye et al., 2010). Ademas,
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su sobreexpresion también se ha observado en las células tumorales circulantes
(del inglés, Circulating tumor cells, CTCs) y se ha sugerido que estéd involucrada
en la formacion de los émbolos linfovasculares, los cuéles son extremadamente
eficientes en la diseminacion metastdsica y resistentes a la

quimioterapia/radioterapia por medio de mecanismos aun desconocidos (Ye et

al., 2010, Rodriguez et al., 2012).

De hecho, se ha establecido que una posible explicacién en la formaciéon
de estos émbolos estd estrechamente relacionada con una menor expresiéon de
Sialyl Lewis x/a (sLeX/?) y la sobreexpresiéon de E-cad; de tal manera que, la
menor expresion de sLex/2 impide la adherencia de estos émbolos al endotelio
linfatico permitiendo asi, que las células tumorales se movilicen en grupos, y al
mismo tiempo, la falta de repulsiéon entre los epitopos de sLex/a favorece el
mantenimiento de las uniones homofilicas establecidas por la E-cad aumentando

asi la cohesion entre las células tumorales (Alpaugh et al., 2002).

En el caso de la perra, tan sélo se ha determinado la sobreexpresion de E-
cad en la linea de céncer inflamatorio mamario IPC-366 (Caceres et al., 2015),

mientras que no se ha caracterizado la expresion de sLex/a (Raposo et al., 2017).

Otra importante molécula de adhesion asociada con el desarrollo del
cancer mamario es CADM1 (del inglés, Cell adhesion molecule 1), proteina
perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas involucrada en la adhesion
intercelular mediante el establecimiento de uniones homofilicas independientes

de Ca?*y que ha sido identificada como un importante gen supresor en una gran
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variedad de tumores, incluido el cancer mamario. En el caso concreto de esta
molécula, una pérdida o menor expresion, estd asociada con un avanzado estadio
tumoral, una mayor invasion linfovascular, la formacién de tumores de mayor
tamafio, la presencia de metastasis en linfonédulos regionales y un pronéstico
desfavorable (Allinen et al., 2002, Heller et al., 2007, Bertolo et al., 2008, Takahashi

et al., 2012, Wikman et al., 2014, Saito et al., 2018).

Ademas, recientemente ha sido identificada como un gen de
susceptibilidad a la metastasis (Metastasis susceptibility gene), al suprimir el
desarrollo de las metastasis al sensibilizar a las células tumorales a los
mecanismos de inmunovigilancia mediados por las células T CD8+ (Faraji et al.,
2012). En cuanto a su posible papel en la patogénesis del IBC e IMC, no existen

estudios previos que hayan determinado un posible papel de esta molécula.

2.4.2. Transicion epitelio-mesenquimatosa (EMT)

La EMT se trata de un fenémeno biolégico transitorio implicado en la
progresion tumoral y el desarrollo de metdstasis. Estd mediado por varios
factores de transcripcion (del inglés, transcriptor factors of epitelial-to-mesenchymal
transition, EMT-TF); entre los que se incluyen ZEB1, ZEB2, SNAI1/Snail,
SNAI2/Slug, TWIST1, TWIST2 y FOXC2 (Kaszak et al., 2018a), asi como
microRNAs (miRNA) (Ma et al., 2010, Wong et al., 2014), e implica una pérdida
del fenotipo epitelial y la adquisicién de un fenotipo mesenquimatoso. Una de

las caracteristicas de la EMT es el “cambio de caderina” (Cadherin switch),
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caracterizado por una pérdida de marcadores epiteliales como E-cad y
citoqueratinas y el aumento de expresiéon de marcadores mesenquimatosos como
N-caderina y vim. A través de este cambio se producen una serie de alteraciones
tales como, una interrupcion de las uniones intercelulares, una pérdida de la
polaridad celular, la degradacién de la membrana basal, una reorganizaciéon de
la matriz extracelular y la adquisicion de un fenotipo invasivo y migratorio,
favoreciendo asi la diseminacion metastasica (Figura 4). Ademads, confiere a las
células neoplasicas proteccion frente a la anoikis; muerte celular producida tras la
interrupcion del anclaje de las células a la membrana basal, resistencia frente a la
apoptosis y frente a los tratamientos y la adquisicion de propiedades de células
madre (Nieto et al., 2016, Liao y Yang, 2017, Shibue y Weinberg, 2017, Simeone et

al., 2019, Janiszewska et al., 2020, Sun y Yang, 2020, Ribatti et al., 2020).
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Figura 4. Esquema del proceso de transicién epitelial-mesenquimatoso (EMT)

(Adaptado de Zhang et al., 2021).

2.5. Angiogénesis tumoral

La angiogénesis es un proceso esencial en multitud de procesos
fisiolégicos, y su importancia en el desarrollo tumoral y metastasis en el cancer

de mama estd bien definida (Wang et al., 2020).

Desde 1971, se sabe que el crecimiento de los tumores s6lidos mas alla de
un volumen de 1-2 mm3, estd marcadamente condicionado por un aporte

suficiente de nutrientes y oxigeno (Folkman, 1971). En las fases iniciales del
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desarrollo tumoral, cuando el volumen de un tumor es menor de 2 mm?3, las
células neoplésicas no inducen la angiogénesis, y obtienen el oxigeno y nutrientes
necesarios por medio de difusion pasiva, en una fase definida como “estado
avascular” (Folkman, 1971, Wei et al., 2021). Sin embargo, al exceder dicho
volumen, el centro de un tumor sélido no puede obtener suficiente oxigeno y
nutrientes tan solo por medio de difusion (Wei et al., 2021). Por ello, para poder
seguir creciendo, satisfacer las demandas de oxigeno y nutrientes y hacer frente
a la hipoxia, las células tumorales inducen un cambio fenotipico que afecta al
equilibrio entre los factores pro y anti-angiogénicos hacia a un estado
proangiogénico (“cambio angiogénico”) que conduce a la formacion de nuevos

vasos sanguineos (Petrovic, 2016, Madu et al., 2020, Wei et al., 2021) (Figura 5).

Anti Pro Anti Pro Anti Pro

Figura 5. Angiogénesis tumoral. La angiogénesis en tejidos sanos esta regulada
por un equilibrio entre los factores pro y anti-angiogénicos. En los tumores
dicho equilibrio se rompe a favor de los factores pro-angiogénicos, dando lugar

a la formacion de vasos sanguineos anormales (Adaptado de Madu et al., 2020).
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Esta angiogénesis por brotes es un proceso complejo regulado por factores
pro y anti-angiogénicos, entre los que destaca la familia del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) y sus receptores (VEGFRs), entre otros (Petrovic,

2016, Ramjiawan et al., 2017)

Especificamente, esta familia estd constituida por 7 proteinas, VEGF-A,
VEGEF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E vy los factores de crecimiento placentario
PIGF-1 y PIGF-2, las cuéles se unen selectivamente y con diferente afinidad, a
tres receptores: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) y VEGFR-3 (Flt-4)
expresados en las células endoteliales (VEGFR-1 y VEGR-2), y en las células del
endotelio linfatico (VEGFR-3) (Nash et al., 2006, Yehya et al., 2018, Madu et al.,
2020). De todos ellos, VEGF-A y VEGEF-B, son considerados fundamentalmente
angiogénicos y median sus efectos por medio de su unién a los receptores
VEGFR-1 y VEGFR-2, en el caso de VEGF-A; y VEGFR-1 en el caso de VEGEF-B.
VEGF-C y VEGF-D median tanto la linfangiogénesis como la angiogénesis, por
medio de su unién a los receptores VEGFR-3 y VEGFR-2 (Nash et al., 2006)

(Figura 6).
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Figura 6. Interaccién de los miembros de la familia del VEGF con los receptores
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 y neuropilina 1 y 2. La sefializacion a través de
VEGFR-2 contribuye a la angiogénesis normal y patolégica. La activacion de
VEGFR-3 es un prerrequisito para la linfangiogénesis, pero también es esencial
en la remodelacion de la vasculatura sanguinea en el embrién. Los receptores
neuropilina 1 y 2 no estan directamente involucrados en la sefializacién, pero
parecen facilitar la unién de VEGF-A y VEGEF-B a los receptores VEGFR-1 y

VEGFR-2.

Centrandonos en el posible papel de estos factores de crecimiento en el
cancer de mama en general, y especificamente en el CI, se demostrado que los
tumores IBC tienen una mayor expresion del ARNm de VEGEF-A, elevados
niveles circulantes de VEGF-A y una mayor expresiéon de VEGF-A en el estroma
tumoral, estando este tltimo asociado con un mayor riesgo de muerte por cdncer

de mama y un mayor riesgo de recurrencia en pacientes con IBC (Arias-Pulido et
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al., 2012, Wang et al., 2020). En el caso de la perra, también se ha descrito una

elevada expresion de VEGF-A, pero su valor pronéstico no ha sido evaluado

(Millanta et al., 2010, Camacho et al., 2013, Clemente et al., 2013).

En cuanto al VEGEF-B, no existen estudios previos que hayan determinado
la expresion de este factor tanto en el IBC como el IMC o en los tumores mamarios
caninos en general. De hecho, ain no se conoce con exactitud su funcién

biol6gica, aunque parece ser que promueve la migracion de las células tumorales

(Nash et al., 2006, Clarke y Hurwitz, 2013).

Finalmente, en cuanto al papel del VEGF-C y VEGF-D en el IBC e IMC, el
namero de estudios es limitado. En Medicina Humana, estudios empleando
lineas celulares y muestras de tejido mamario (Van der Auwera et al., 2004,
Kurebayashi et al., 1999), han determinado mayores niveles de ambos factores en
los tumores IBC respecto a los no-IBC, ademaés de la existencia de una correlacion
entre VEGF-C, VEGF-D y VEGFR-3 (Van der Auwera et al., 2004), demostrando
asi, que el IBC es un tumor altamente linfangiogénico, lo que explica su gran

capacidad metastasica también por via linfatica.

En el caso de la perra, no existen estudios previos que hayan determinado
la expresion de VEGF-C en el IMC. Sin embargo, su expresion si ha sido
demostrada en otros tumores mamarios caninos (Qiu et al., 2008), estableciéndose
que sus niveles son mayores en los tumores mamarios malignos respecto a los
tumores benignos. Ademads, de la misma forma que ocurre en la mujer, su

expresion es mayor en aquellos tumores mamarios malignos con metastasis en
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linfon6dulos regionales, lo que sugiere que su expresion puede estar involucrada

en la progresion tumoral y metéstasis (Qiu et al., 2008).

En cuanto al VEGF-D, si existen estudios previos donde se ha demostrado
su expresion en el IMC. Concretamente, Clemente y colaboradores (2013),
determinaron una elevada expresion del mismo en los tumores IMC respecto a
los tumores no-IMC, ademas de una asociaciéon entre VEGF-D, VEGFR-3, LPI (del
inglés, Lymphangiogenic proliferation index) y COX-2, apoyando también la
existencia de una marcada linfangiogénesis en el IMC canino (Clemente et al.,
2013). Posteriormente, Camacho y colaboradores (2013) corroboraron dichos

resultados a partir del uso de un modelo de ratén xenotransplantado de IMC.

Por otro lado, la angiogénesis por intususcepcién (o angiogénesis por
divisién), también es otro mecanismo de formacién de vasos sanguineos a partir
de la division de un vaso en dos o mas vasos. Por altimo, la angiogénesis a partir
de precursores de células endoteliales derivados de médula 6sea, donde dichos
precursores se diferencian en células endoteliales maduras, también se ha
estudiado ampliamente, aunque su implicacién en la angiogénesis tumoral y la
resistencia a los tratamientos todavia sigue siendo controvertida (Jain y Booth,

2003).

La angiogénesis por brotes, por intususcepcion o partir de precursores de
células endoteliales derivados de médula 6sea, no son los tinicos mecanismos por
medio de los cuales las células neoplasicas obtienen el oxigeno y nutrientes que

necesitan; otros mecanismos recientemente descubiertos y que son exclusivos de
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neoplasias muy agresivas, también estdn involucrados en la angiogénesis
tumoral y se han relacionado con la metastasis y el desarrollo de una resistencia
intrinseca o adaptativa frente a los tratamientos anti-angiogénicos (Ramjiawan et
al., 2017). Estos mecanismo son: el mimetismo vascular (del inglés, Vasculogenic
mimicry, VM) y la co-opcion vascular (del inglés, Vessel co-option, VCO) (Valdivia

et al., 2021) (Figura 7).

El mimetismo vascular consiste en la formaciéon “de novo” de canales
vasculares tapizados por células neopldsicas altamente malignas vy
genéticamente desreguladas. Estas células neoplasicas, expresan marcadores de
células madre de cancer (Caceres et al., 2017), y muestran una morfologia similar
a células endoteliales (del inglés, Endothelial-Like cells, ELC) mediante
microscopia electronica en lineas celulares de cancer inflamatorio mamario
humano (SUM149) y canino (IPC-366) (Barreno et al, 2019). Este mecanismo
angiogénico se ha asociado con la diseminacién y el desarrollo de metdastasis en
tumores mamarios malignos humanos y caninos, y se describe como una
caracteristica histopatoldgica frecuente en el IBC (Shirakawa et al., 2002) e IMC

(Clemente et al., 2010b).

En la co-opcién vascular, las células neopldsicas emplean los vasos
sanguineos preexistentes para obtener un aporte sanguineo, concretamente, se
adhieren estrechamente a los vasos sanguineos para asi satisfacer sus demandas
metabolicas sin necesidad de estimular la formacion de nuevos vasos (Kuczynski
et al., 2019). Se ha demostrado su existencia en varios tipos de tumores en la

especie humana, y se ha propuesto como un mecanismo de resistencia frente al
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tratamiento con bevacizumab en el cancer de colon (Ramjiawan et al., 2017). Sin

embargo, en Medicina Veterinaria, la co-opciéon vascular atin no ha sido

demostrada (Valdivia et al., 2021).

Formacién de un
pilar intravascular

A: Angiogenesis por brotes

B: Angiogenesis por intususcepcién

/ Células tumorales
Células tumorales con
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endotelial i ‘ ;
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C: Mimetismo vascular (VM) D: Co-opcién vascular (VCO)
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E: Angiogenésis a partir de
precursores de células endoteliales
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Figura 7 (A, B, C, D). Esquema de los diferentes mecanismos de vascularizacion
tumoral. A: Angiogénesis por brotes; B: Angiogénesis por intususcepcion, C:
Mimetismo vascular (VM); D: Co-opcion vascular (VCO), D: Angiogénesis a

partir de precursores de células endoteliales.
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2.6. Otros factores relacionados con la angiogénesis tumoral

2.6.1. Enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2)

Las ciclooxigenasas (COX) son un grupo de enzimas que catalizan la
conversion del 4cido araquidénico en prostanoides (prostaciclinas,
prostaglandinas y tromboxanos). Tanto en la especie humana como en los
animales, COX existe en 3 isoformas: COX-1, la cual est4 expresada en la mayoria
de los tejidos y es responsable de mantener la homeostasis, la proteccién de la
mucosa gastrica y la regulacion de la agregacion plaquetaria y el flujo sanguineo
renal; COX-2, una isoforma inducible por accién de factores de crecimiento,
mitégenos, hormonas y citoquinas proinflamatorias, presente tanto en las células
normales como neoplasicas; y COX-3, expresada principalmente en el SNC y la

pared aodrtica (Tamura et al., 2015, Szweda et al., 2019).

Centrandonos exclusivamente en COX-2, en los dltimos afios, se ha
propuesto la existencia de numerosos mecanismos moleculares que explican
como el aumento de la expresion de dicha enzima y la consiguiente produccién
de prostaglandinas pueden contribuir a la carcinogénesis. Se ha demostrado que
COX-2 tiene efectos auténomos en las células tumorales, provocando una
estimulacion del crecimiento celular y la angiogénesis tumoral, un aumento de
la supervivencia celular al disminuir la apoptosis y proporciona una mayor
capacidad de invasion a las células tumorales y una mayor capacidad para evadir
la respuesta inmune (Rizzo, 2011). Asimismo, COX-2 también induce la
expresion de la enzima aromatasa, la cual a su vez regula la produccién de

estrogenos (Brueggemeier et al., 1999).
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En relaciéon con el cadncer de mama, COX-2 se encuentra cominmente
expresada en lesiones premalignas como las displasias, el carcinoma in situ, el
cancer invasivo y la enfermedad metastasica en la mujer (Harris et al., 2014), y su
expresion estd considerada como un importante factor prondstico, ya que se ha
correlacionado con un elevado tamano tumoral, un avanzado estadio clinico
(Shim et al., 2003a), y un elevado grado nuclear (Shim et al., 2003b) y grado
histol6égico de malignidad (Takeshita et al., 2005). Algo similar se ha observado
en la especie canina, donde su expresiéon se ha asociado con la presencia de
metastasis en linfonddulos regionales al momento de la cirugia y/o el desarrollo
de metdstasis a distancia durante el seguimiento clinico, una menor tasa de
supervivencia, un menor tiempo libre de enfermedad y un mal prondstico
(Queiroga et al., 2005, Queiroga et al., 2010). Asimismo, también se ha demostrado
una sobreexpresion de esta enzima en el IBC e IMC (Van der Auwera et al., 2004,

Queiroga et al., 2005, Clemente et al., 2013).

En cuanto a su papel en la angiogénesis tumoral, se ha determinado la
existencia de una correlacién positiva entre la expresion de COX-2, la expresion
de VEGF-A y la densidad microvascular (Costa et al., 2002). Ademéas, COX-2
regula la sintesis de VEGF-C y, por tanto, la linfangiogénesis en el cancer
mamamario humano, al observarse que los niveles de ARNm de COX-2 estdn
correlacionados con los niveles de ARNm de VEGF-C (Timoshenko et al., 2006).
Asimismo, también contribuye a la formacion de estructuras de tipo vascular in
vitro, de tal manera que las lineas celulares que sobreexpresan COX-2, son mas

invasivas y originan un mayor namero de estas estructuras de tipo vascular en
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un menor tiempo que las lineas celulares con una menor expresion de esta (Basu

et al., 2005).

En la especie canina, estudios previos también han determinado una
correlacion entre la sobreexpresion de COX-2 y factores angiogénicos y
linfangiogénicos. Especificamente, su sobreexpresion se ha correlacionado con la
expresion de VEGF-A en los tumores mamarios de elevada malignidad; sin
embargo, en el IMC su expresién esta asociada con la expresiéon de VEGF-D y
VEGEFR-3, lo que sugiere que COX-2 media un mecanismo diferente en las vias
angiogénicas y linfangiogénicas en los tumores mamarios en la perra; estando
involucrada en el proceso de angiogénesis en los tumores mamarios malignos y
siendo responsable de la marcada linfangiogénesis en el IMC (Clemente et al.,

2013).

2.6.2. Interleucina IL-8 (CXCLS)

Las interleucinas son una familia de citocinas secretadas por las células del
sistema inmune innato y adaptativo encargadas de regular diferentes funciones
biolégicas en la respuesta inmunitaria (Yehya et al., 2018). Aunque originalmente
fueron descritas como mediadores en el reclutamiento de leucocitos hacia los
sitios de inflamacién, evidencias recientes apuntan a que alguna de estas
interleucinas podria estar involucrada en el cancer. De todas ellas, la interleucina
8 (IL-8/CXCLS) es una de las méas estudiadas, ya que se ha identificado como un
potente mediador en la progresién tumoral, angiogénesis y metastasis (Yehya et

al., 2018).
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Sinos centramos en el papel de la IL-8 en la angiogénesis tumoral, estudios

in vitro han demostrado que esta interleucina influye en este proceso al favorecer
la proliferacién y supervivencia de las células endoteliales tras su unién a sus
receptores especificos, asi como en la formacién in vitro de estructuras de tipo

vascular de forma dosis dependiente (Todorovi¢-Rakovi¢ y Milovanovi¢, 2013,

Yehya et al., 2018).

También se ha demostrado que estimula la expresion de VEGF en las
células endoteliales tras su unién a su receptor CXCR-2 y, ademés, favorece la
produccion y secrecion de las metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 por parte de
las células neoplasicas y las células endoteliales. De esta forma, estas
metaloproteinasas degradan la matriz extracelular, permitiendo asi que las
células endoteliales abandonen los vasos pre-existentes y migren a la zona donde
se desarrolla el tumor. Por ello, que se haya sugerido que esta interleucina puede
modular la invasividad y/o intervenir en la remodelacion de la matriz
extracelular en el entorno tumoral (Li et al., 2005). Parece ser que también
intervine en el fendmeno de transicion epitelio-mesenquimatosa (EMT), al estar
involucrada en el cambio fenotipico que induce una mayor motilidad y
capacidad invasiva a las células tumorales y ejerce un papel esencial en la
adquisiciéon y/o mantenimiento de las caracteristicas mesenquimatosas e

invasivas de las células tumorales (Todorovi¢-Rakovi¢ y Milovanovi¢, 2013).

Teniendo en cuenta la importancia de la IL-8 en la angiogénesis, asi como
en el inicio, la progresion y metastasis del cdncer de mama, esta interleucina se
ha definido como un factor prondstico desfavorable, de tal manera que, elevados
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niveles séricos de la misma se han asociado con un avanzado estadio clinico, una
mayor agresividad e invasividad, y el desarrollo de metastasis a distancia mds
precoces (Liu et al., 2016). Ademads, pacientes con elevados niveles de IL-8 y con
linfon6dulos negativos a metastasis, tienen un prondstico més desfavorable,
incluyendo un tiempo de supervivencia menor y el desarrollo de metéstasis a
distancia (Liu et al., 2016). De ahi que, esta interleucina se haya convertido una
diana terapéutica en los tratamientos anti-angiogénicos, y sea considerada como

un factor pronéstico (Liu et al., 2016, Madu et al., 2020).

En cuanto al IBC, poco se sabe acerca del papel de las interleucinas en este
tipo de tumor y los resultados obtenidos son contradictorios. Val Golen y
colaboradores (2006) demostraron que tanto la interleucina IL-8 como IL-6 son
producidas por lineas celulares de IBC. Shirakawa y colaboradores (2001)
determinaron que tanto los niveles séricos de IL-8 en un modelo murino de IBC,
como sus concentraciones en el medio de cultivo de lineas celulares de IBC,
fueron mayores respecto a los encontrados en células de cancer mamario no
inflamatorio. Sin embargo, en un estudio realizado por Bieche y colaboradores
(2004) donde se cuantificaron los niveles de expresion de diferentes citocinas en
muestras de IBC se encontré una expresion de IL-6, pero no de otras citocinas

proinflamatorias.

Al contrario de lo que ocurre en Medicina Humana, no existen muchos
estudios enfocados en el papel de las interleucinas en los tumores mamarios
caninos. Aunque inicialmente un estudio de Zuccari y colaboradores (2011)

determiné que la IL-8 podia ejercer un efecto protector en el cdncer de mama, ya
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que su expresion se correlaciond positivamente con una mayor tasa de
supervivencia y la ausencia de metastasis, estudios posteriores del mismo grupo
de investigacion, asi como otros autores (Gelaleti et al., 2012, de Andrés et al.,

2013, Baba et al., 2019), han demostrado la existencia de elevados niveles séricos

de IL-8 en tumores mamarios malignos respecto a animales sanos.

En el caso de IMC, tan sélo existe un estudio realizado por de Andrés y
colaboradores (2013) donde se ha determinado el papel de esta interleucina en
este tipo de tumor. Concretamente, han observado que los niveles séricos de IL-
8 son mayores en perras con IMC respecto a perras con tumores no-IMC de grado
III de malignidad y perras sanas, lo que confirma la participaciéon de la IL-8 en la
patogénesis del IMC y su posible asociacién con la angiogénesis caracteristica de

este tipo de tumor.

2.7. Tratamientos anti-angiogénicos

Dada la importancia de la angiogénesis en la progresion tumoral y el
desarrollo de metdastasis, durante las ultimas décadas se ha realizado una
exhaustiva investigacion con objeto de determinar las proteinas o mediadores
implicados en la estimulaciéon de este proceso y desarrollar tratamientos anti-
angiogénicos eficaces que puedan prevenir la liberaciéon de factores pro-
angiogénicos, prevenir su union a sus receptores o inhibir su efecto (Petrovic,

2016, Madu et al., 2020).
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De hecho, en Medicina Humana, un tercio de las terapias moleculares en
desarrollo clinico estan dirigidas contra la angiogénesis (Valdivia et al., 2021), y

especificamente contra la familia del VEGF, bloqueando tanto sus ligandos como

sus receptores (Ranieri et al., 2006).

De todos ellos, el tratamiento anti-angiogénico més estudiado es el
bevacizumab, un anticuerpo monoclonal humano recombinante que se une con
alta afinidad a todas las isoformas de VEGF evitando su unién a su receptor
(Ferrara et al., 2004) y, por tanto, inhibiendo la proliferacién y angiogénesis de las
células endoteliales del tumor, reduciendo la permeabilidad vascular y
promoviendo la degradacién de los vasos tumorales (Li ef al., 2015). En 2008, fue
el primer farmaco anti-angiogénico aprobado para el tratamiento del cdncer de
mama metastdsico por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (del inglés, Food and Drug Administration, FDA), abriendo el
camino a un gran nimero de otros compuestos con actividad anti-angiogénica.
Sin embargo, debido a la falta de mejoras clinicas significativas en estudios

posteriores, la aprobacion fue revocada en 2011.

Ademas del bevacizumab, los inhibidores de los receptores tirosina
quinasa (del inglés, Receptor tyrosine kinases, RTK): pazopanib, sunitinib y
sorafenib, entre otros, también se han desarrollado como alternativas
terapéuticas atractivas frente a diversos tipos de cancer; incluido el cancer de
mama, y otras enfermedades, debido a su papel en la regulaciéon de muchos
procesos celulares (Grailer y Steeber, 2013). De hecho, muchos de ellos no solo

acttan contra la angiogénesis, sino que también disminuyen otras rutas
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metabdlicas tumorales. Por ejemplo, SU5416 (semaxanib) actda como un agente
anti-angiogénico al inhibir al receptor VEGFR-2 y otros RTK, como VEGFR-1, c-
Kit y Flt-3. Especificamente, actia bloqueando de forma reversible el lugar de
union del ATP del receptor, inhibiendo asi su autofosforilacién, pero sin afectar
a la expresion del receptor VEGFR-2 o su afinidad por el ligando (Grailer y
Steeber, 2013). Se ha demostrado que SU5416 ejerce un efecto anti-proliferativo
en las células endoteliales cultivadas y, ademds, presenta efectos anti-
angiogénicos in vivo, disminuyendo el crecimiento tumoral y la vascularizacién,
en muchos modelos murinos (Vajkoczy et al., 1999, O'Donnell et al., 2005, Grailer
y Steeber, 2013). A pesar de sus prometedores resultados en los estudios pre-
clinicos como un agente anti-cancerigeno, sus resultados han sido limitados en
los ensayos clinicos. Actualmente, aunque ha dejado de ser considerado como un
potente agente candidato frente al tratamiento del cancer sigue siendo
ampliamente empleado como una herramienta ttil en el estudio de los RTK, en

particular en el estudio de su funcién y vias de sefializacion (Grailer y Steeber,

2013).

Como ya se ha mencionado previamente, en las dos tltimas décadas, los
investigadores han identificado algunos cambios moleculares que también
pueden ejercer un importante papel en la angiogénesis tumoral, como la
expresion de COX-2, de ahi que se haya convertido en un objetivo
quimiopreventivo en el cancer de mama. Por lo tanto, los inhibidores selectivos
de la COX-2, como celecoxib, entre otros muchos, han surgido como farmacos

anticancerigenos prometedores en el tratamiento y prevencién del cancer de
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mama, debido a sus mdultiples mecanismos antitumorales, incluyendo la
inhibicion de la proliferacién, la induccién de apoptosis, la inmunorregulacion,
la regulacion del microambiente tumoral, efectos anti-angiogénicos y la

sensibilizacion a otros farmacos antitumorales (Li et al., 2018).

A pesar de los esfuerzos realizados en el desarrollo de nuevos farmacos
anti-angiogénicos, no se han obtenido beneficios significativos que superen los
posibles efectos secundarios. En pacientes con IBC, estas terapias tienen efectos
minimos en la supervivencia total, en parte debido a que no se conoce con
exactitud las caracteristicas bioldgicas y los factores pronéstico especificos de esta
enfermedad (Arias-Pulido et al., 2012). Algunos autores han propuesto que el uso
de terapias dirigidas frente a maltiples vias involucradas en la angiogénesis; con
objeto de inhibir los mecanismos alternativos de los tumores de formar nuevos
vasos sanguineos, puede ser muy util para para superar la aparente resistencia
desarrollada frente a estos farmacos y mejorar el beneficio clinico de los pacientes

(Clarke y Hurwitz, 2013).

En el caso de la perra, el uso de tratamientos anti-angiogénicos es limitado.
Tan sélo los farmacos anti-COX-2, cuyo uso ha sido aprobado en Medicina
Veterinaria, son empleados no s6lo como tratamientos anti-inflamatorios, sino
también como terapias adyuvantes en pacientes con cancer de mama,
independientemente de la expresion de la enzima, y en muchos casos incluso

ante la falta de ensayos clinicos adecuados (Valdivia et al., 2021).
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2.8. Hormonas esteroides v cancer de mama

En las dltimas décadas se han realizado avances significativos con objeto
de discernir, que moléculas o factores estdn involucrados en el desarrollo del
cancer de mama. Existen evidencias significativas de que las hormonas
esteroides, principalmente los estrégenos, desempefian un papel fundamental en
el desarrollo de esta enfermedad, de ahi que se hayan empleado ampliamente
como moléculas diana en oncologia humana. Igual que en la mujer, en la especie
canina también se ha demostrado que los estrégenos son un factor importante en
la carcinogénesis de los TMC, ya que la realizacién de una ovariohisterectomia
antes del primer o segundo estro esta asociada con una menor incidencia de esta
enfermedad (Gray et al., 2020). Ademas, también se ha determinado su posible
potencial pronéstico y predictivo en esta especie (Queiroga et al., 2015), apoyando
asi el papel de la perra como un buen modelo para el estudio del cancer mamario

humano.

Todos los esteroides end6genos derivan del colesterol, concretamente la
principal fuente de colesterol necesario para la sintesis de hormonas esteroides o
esteroidogénesis es el colesterol LDL procedente de la dieta. El primer paso de
este proceso es el transporte del colesterol a la mitocondria y su posterior
conversion en pregnenolona (P5), por accion de la enzima P450scc (CYP11A1), la
cual se encuentra localizada en la membrana mitocondrial interna (Samavat y
Kurzer, 2015, Miller, 2017). La P5 es la hormona precursora para la sintesis de
glucocorticoides, mineralocorticoides y esteroides sexuales (Capper et al., 2016).

En el caso de los esteroides sexuales, P5 conduce a la producciéon de
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dehidroepiandrosterona (DHEA) y progesterona (P4) a través de dos vias
diferentes catalizadas por diferentes enzimas, y a su vez estas dos hormonas son
las precursoras de los estrégenos; sulfato de estrona (E1S0O4) y 17 estradiol (E2),

y los andrégenos; androstenediona (A4) y testosterona (T) (Samavat y Kurzer,

2015, Miller, 2017) (Figura 8).

COLESTEROL

1 CYP11A

cvp17
Pregnolona (P5) | el ‘ Dehidroepiandrosterona (DHEA)l

1 HSD3B leoap

CYP17 HSD17B3/5 5a reductasa
Progesterona (P4) ﬁ| Androstenediona (A4) |ﬁ’ Testosterona (T) |ﬁ

CYP19 CYP19

Sulfato de estrona 4& Lﬂm} Estradiol (E2)
(E1S04)

Dehidrotestosterona
(DHT)

Figura 8. Esquema de la cascada esteroidogénica.

En el caso del cadncer mamario (Figura 9), se ha descrito que los
mecanismos de produccion local de las hormonas esteroides ocurren de la
siguiente manera: los esteroides circulantes inactivos, A4 y E1504, son los
precursores mayoritarios en la produccién local de estrégenos, lo que sugiere
que los estrégenos son producidos in situ en el tejido mamario a partir de los
esteroides circulantes inactivos Ademas, la enzima aromatasa, cataliza la
aromatizacion de los andrégenos, A4y T, en los estrégenos, E1 y E2, mientras
que la enzima sulfatasa esteroidea (del inglés, Steroid sulfatase, STS), hidroliza el

sulfato de estrona circulante (E1SO4) en estrona (E1), la cual posteriormente es
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convertida a estradiol (E2) por accién de la enzima 17B-HSD deshidrogenasa,.

Finalmente, el E2 acttia sobre las células neoplasicas mamarias por medio de su

unioén a sus receptores Era y/o Erp (Suzuki et al., 2003).

Vaso sanguineo

EST§ | STS

Androstenediona (A4) — — Estrona (E1)

a 3

17B HSD2 17B HSD5 17B HSD2 17B HSD1
v v

Testosterona (T) Estradiol (E2)

|

\ 4 —
Aromatasa

v

Dehidroepiandrostenediona (DHT)

Tejido de carcinoma
mamario

Figura 9. Esquema de la biosintesis de esteroides en el cAncer mamario. Enzimas

y precursores implicados en la produccion de andrégenos y estrogenos.

2.8.1. Progesterona

La posible asociacion de la progesterona (P4) con el riesgo de desarrollo

del cédncer atin sigue siendo poco conocida.

Al contrario de lo establecido para los progestagenos sintéticos, donde una
exposicion prolongada a los mismos a partir del uso de anticonceptivos o terapia
hormonal sustitutiva (del inglés, Hormonal replacement theraphy, HRT) durante la
menopausia se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar cincer de mama,
el papel de la P4 end6gena en la fisiologia mamaria y en la carcinogénesis esta
menos definido. Estudios a partir lineas celulares, cultivos tisulares y modelos
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preclinicos en la mujer, han relacionado a la P4 con la carcinogénesis (Trabert et
al., 2020). Por el contrario, los escasos estudios epidemioldgicos existentes, no han
mostrado una asociacion entre los niveles circulantes de P4 y dicho riesgo de
cancer de mama, y aun no esté claro si esto es un reflejo de las limitaciones de los
ensayos y técnicas empleados en su determinacion, o si se trata de una relaciéon
verdaderamente nula (Trabert et al.,, 2020). Esto que implica la necesidad de
realizar més estudios que permitan comprender el papel de la P4 en esta

enfermedad.

A diferencia de lo que ocurre en la mujer, en la perra se ha observado que
elevados niveles intratumorales de P4 estan significativamente asociados con un
menor tiempo de supervivencia y tiempo libre de enfermedad, y ademas se ha
sugerido que dichas concentraciones intratumorales de P4 son sintetizadas

locamente en los tumores mamarios malignos (Queiroga et al., 2015).

2.8.2. Andrégenos

Al contrario de lo que ocurre con los estrégenos, los mecanismos
intracrinos, asi como la importancia biolégica y clinica de los andrégenos en
pacientes con cancer de mama, no se ha elucidado por completo a pesar de los
grandes esfuerzos realizados. La mayoria de los estudios epidemiolégicos
prospectivos en mujeres postmenopausicas apuntan que los andrégenos pueden
tener posibles efectos adversos en la mama, al observarse una asociaciéon positiva
entre los niveles séricos de estos y el riesgo de cancer de mama (Zeleniuch-

Jacquotte et al., 2012). De hecho, se ha determinado que elevados niveles urinarios
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y séricos de T, estan asociados con un mal prondstico y una elevada tasa de
progresion tumoral (Micheli et al., 2016) y, ademds, en mujeres
postmenopausicas, una T sérica basal alta es un importante factor prondstico de
recurrencia, desarrollo de cancer de mama contralateral y metéstasis a distancia
(Giovannelli et al., 2018). Asimismo, elevados niveles de otros andrégenos, como
DHEA y A4, también estan correlacionados con el riesgo de cdncer de mama en
mujeres postmenopausicas. No obstante, no todos los estudios indican la
existencia de una correlacion entre elevados niveles de T y el riesgo de cancer.
Adly y colaboradores (2006) determinaron que dicho riesgo tan sélo esta
asociado con elevados niveles de estrégenos, independientemente de los niveles
de andrégenos existentes, de tal manera que estos tltimos, estan indirectamente
involucrados en el riesgo de cancer mama debido a su conversién a E2 por acciéon

de la enzima aromatasa.

Sin embargo, y con algunas excepciones, los estudios in vitro postulan que
los andrégenos ejercen efectos anti-proliferativos y anti-apoptéticos en las células
de cancer de mama atenuando la proliferacion inducida por los estrégenos
(Baglietto et al., 2010, Kotsopoulos y Narod, 2012). Asimismo, varios estudios in
vivo realizados en ratones, ratas, primates y monos Rhesus, también sugieren que
los andrégenos, DHEA, T y DHT, ejercen un efecto inhibitorio sobre los efectos
proliferativos de los estrégenos en tumores mamarios inducidos (Somboonporn
y Davis, 2004). Recientemente, un estudio realizado empleado un modelo murino
de ratones macho de IBC e IMC, ha sugerido que los elevados niveles

intratumorales de T encontrados, pueden estar asociados con la menor frecuencia
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de tumores y las bajas tasas de metdastasis encontradas en dichos animales
(Caceres et al., 2016). No obstante, en otros estudios, como un estudio piloto en
un modelo de primate postmenopausico donde se evaluo el efecto de la T como
un tipo de terapia hormonal alternativa (estrégenos + progesterona +
andrégenos), no apoya la idea de que la T antagoniza el efecto de la terapia
hormonal convencional (estrégenos o estrégenos + progesterona) sobre la
proliferacion mamaria o los marcadores de actividad del receptor de estrégenos,
al observarse que los efectos de esta hormona fueron minimos a corto plazo

incluso a dosis elevadas (Wood et al., 2009).

Parece ser que estas discrepancias entre los diferentes estudios in vitro son
debidas a el tipo de linea celular, tipo de andrégeno y dosis empleados, asi como
al estado del RE de la célula entre los diferentes estudios (Kotsopoulos y Narod,

2012).

En el caso de la perra, se ha observado que los tumores mamarios
malignos tienen elevadas concentraciones de DHEA, A4 y T, y estas
concentraciones, se han asociado con la presencia de metéstasis a distancia y el
desarrollo de recurrencia (Queiroga et al., 2015), de tal manera que, estos
andrégenos pueden estimular el crecimiento celular, o bien directamente como
factores carcinogénicos a través de la activacion del receptor de andrégenos (RA),
o indirectamente, al actuar como precursores para la sintesis de estrégenos por

medio de su aromatizacion (Nicolas Diaz-Chico et al., 2007).
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2.8.3. Estrogenos
En general, hay claras evidencias experimentales y clinicas que apoyan el
papel de los estrogenos en la carcinogénesis mamaria (Baglietto et al., 2010,
Brown y Hankinson, 2015). De hecho, todos los estudios epidemiolégicos
realizados hasta la fecha en Medicina Humana, han establecido la existencia de
una asociacién positiva entre el E2; el estrogeno biolégicamente més potente, y
el cdncer de mama, siendo ademads especialmente importante en el subgrupo de
mujeres con tumores mamarios ER+ (Brown y Hankinson, 2015) donde el riesgo
de desarrollar estos tumores aumenta con la exposicién a los estrégenos a lo largo
de la vida; por ejemplo, debido a una menarquia temprana o una menopausia
tardia (Padilla-Rodriguez et al., 2018). Asimismo, los estudios experimentales,
también apoyan dicha corriente, al determinar que la sehalizacién de los
estrogenos a través de sus receptores estimula la proliferaciéon celular y las

sefiales de supervivencia y disminuye la apoptosis celular (Hilborn et al., 2017).

De la misma manera, en la perra varios estudios también han observado
elevados niveles séricos e intratumorales de E2 en tumores mamarios malignos,
estando estos ultimos asociados con un menor tiempo de supervivencia y un

menor tiempo libre de enfermedad (TLE) (Illera et al., 2006, Queiroga et al., 2015).

Se ha postulado la existencia de 3 posibles mecanismos involucrados en

los efectos de los estrogenos en la carcinogénesis (Russo y Russo, 2006):

1. Una estimulacién de la proliferaciéon celular por medio de su actividad

hormonal mediada a través de sus receptores.
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2. Su papel como precursores en la formacién de metabolitos genotdxicos

y/ o especies reactivas de oxigeno (del inglés, Reactive oxygen species, ROS)

generados durante su metabolismo mediado por la enzima citocromo

P450, lo que induce el aumento de las tasas de mutaciéon o anomalias
cromosOmicas.

3. Una regulacién de la actividad de las enzimas o factores de transcripcion

implicados en la sefializaciéon redox por ROS, inducidas por estrégenos.

Otro de los estrégenos implicados en la progresiéon tumoral es el sulfato de
estrona (E1504), del que se han determinado elevados niveles en ambas especies
(Pasqualini et al., 1996, Queiroga et al., 2005), estando ademas asociados con un
menor tiempo de supervivencia y un menor TLE en la especie canina.
Concretamente, se ha establecido que dicha hormona puede actuar como un
reservorio en la formacién de estrégenos bioldgicamente activos y, por ello,
promover la progresiéon tumoral, ya que el tejido mamario también contiene la
enzima sulfatasa, la cual puede convertir el E1SO4 en E1, y finalmente, producir

E2 (Pasqualini et al., 1996, Pena et al., 2003b, Queiroga et al., 2015).

Finalmente, si nos centramos exclusivamente en el CI, no hay estudios
previos donde se haya determinado la dependencia hormonal del IBC vy, por
tanto, la posible implicacién de las hormonas esteroides en la patogénesis de esta
de neoplasia mamaria. Sin embargo, en la perra existen varios estudios (Pefa et

al., 2003b, Illera et al., 2006) donde se ha llevado a cabo la determinacién de las
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hormonas esteroides tanto en suero como intratumoralmente en pacientes con
IMC, encontrandose elevadas concentraciones de DHEA, A4, T, E2 y E1504, lo

que parece indicar la existencia de un mecanismo endocrino especial involucrado

en el desarrollo de este tipo de tumor mamario en la perra.

2.9. Receptores hormonales

El papel de los receptores hormonales en el cdncer de mama esta
claramente documentado (Gray et al.,, 2020). De hecho, en la mujer, la
determinacion de la expresion del RE y RP se realiza de forma rutinaria para el

establecimiento del diagnéstico y la pauta terapéutica a seguir (Wu et al., 2015).

Sin embargo, en la especie canina, el analisis de estos receptores no se
realiza de forma rutinaria (Pefia et al., 2014), aunque en la actualidad, varios
estudios han demostrado que, de la misma manera que ocurre en la mujer, la

expresion del RE y RP también puede ser pronostica y predictiva (Dowsett et al.,

2006, Kim et al., 2014).

Concretamente, en el cancer mamario canino, la expresiéon del RE y RP se
ha identificado aproximadamente en el 70% de los tumores benignos y el 60% de
los tumores malignos (MacEwen et al., 1982, Rutteman et al., 1988, Pichon et al.,
1996); porcentajes similares a los observados en la mujer, donde
aproximadamente el 60-70% de los tumores expresan estos receptores, siendo,
ademas, indicadores de pronodstico muy dttiles (Lumachi et al., 2013, Kim et al.,

2014, Badowska-Kozakiewicz et al., 2015). Por ejemplo, la expresion del RE en la
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mujer estd asociada con una mayor supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia total, y es, ademas un factor predictivo de dependencia hormonal
y, por tanto, de respuesta a la terapia endocrina mediante el uso de anti-
estrogenos, como el tamoxifeno o fluvestrant, o bien mediante la inhibicién

enddgena de la sintesis de E2 con inhibidores de la aromatasa (Gray et al., 2020,

Valdivia et al., 2021).

En el caso de la especie canina, se ha demostrado que el tejido mamario
normal, las displasias mamarias y los tumores benignos expresan mayores
niveles de RE que los tumores malignos (Rutteman et al., 1988, Millanta et al.,
2005). Ademas, estudios recientes han determinado que perras con tumores RE-
/RP+ tienen peores tasas de supervivencia que perras con tumores RE+/RP+
(Rutteman et al., 1988, Millanta et al., 2005), perras con tumores RE-/RP- tienen el
prondstico més reservado de todos y es frecuente la presencia de metastasis, y
tumores RP- tienen una mayor tasa de proliferacion que los tumores RP+ (Gray
et al., 2020). También, se ha observado una menor expresion del RE en tumores
malignos en comparacion con tumores benignos y, ademas esta menor expresion
se ha asociado con tumores de mayor tamafio, la presencia de ulceracion de la
piel, la afectacion de linfonédulos y desarrollo de metastasis a distancia, y se ha
establecido como un factor predictivo de supervivencia libre de enfermedad y
como un factor pronéstico de supervivencia media (Nieto et al., 2000). Por lo
tanto, todos estos estudios apoyan que los marcadores moleculares, y
especialmente el RE, pueden emplearse como indicadores prondsticos y

predictivos de supervivencia en la especia canina, y ademéds ser ttiles a la hora
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de seleccionar una terapia hormonal adecuada como tratamiento, de la misma

manera que ocurre en el caso de la mujer (Nguyen et al., 2018).

En el caso del IBC, aunque este tipo de neoplasia puede presentar
cualquier combinacién de receptores hormonales, es muy frecuente encontrar
una ausencia en la expresiéon de RE y RP (Van Laere et al., 2006, Robertson et al.,
2010), mientras que en la perra, el 87% de los tumores IMC son negativos al RE,
y entre un 71-73% de los casos expresan el RP, asocidndose la expresion de este
ultimo a la presentacion secundaria de la enfermedad (Pefia et al., 2003c,
Clemente et al., 2010a) y su ausencia con la existencia de metastasis pulmonares

(Penia et al., 2003a).

Por otro lado, el papel de los andrégenos y su receptor (RA) en la etiologia
y progresion del cancer de mama sigue siendo una pregunta sin respuesta. Se ha
determinado que este receptor esta expresado en el 90% de los tumores RE+ y su
expresion estd asociada con una respuesta favorable al tratamiento endocrino y
un prondstico favorable, ya que parece inhibir la proliferacion celular inducida
por E2 (Giovannelli et al., 2018). Sin embargo, en los tumores RE-, no esta claro si
el RA influye en el prondstico de estos, ya que no existen estudios previos que
hayan establecido una asociacién entre su expresién y una mayor supervivencia
(Kotsopoulos y Narod, 2012). En el caso de los tumores TNBC, el impacto
pronostico del RA es controvertido. Especificamente, la expresion del RA se ha
asociado con la menopausia, un bajo grado de malignidad, un mayor riesgo de
afectacion de linfonddulos, un bajo grado nuclear y estadio clinico, asi como un

mayor tiempo libre de enfermedad y menor riesgo de recurrencia; mientras que
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la expresion negativa al RA se ha asociado con tumores de mayor grado de
malignidad y la existencia de una elevada incidencia de metastasis. Por ello, a
pesar de que los estudios iniciales sugirieron que la expresion de RA estaba
asociada con un mal prondstico, las evidencias recientes apoyan que su expresion
se asocia con un pronostico favorable (Gerratana et al., 2018), de ahi que se haya
determinado que el RA pueda ser un interesante factor prondstico y predictivo,

asi como una potencial diana terapéutica (Kotsopoulos y Narod, 2012, Chen et

al., 2020).

En cuanto a su expresion en el IBC e IMC, el nimero de estudios existentes
es escaso. Recientemente, Gong y colaboradores (2014) determinaron que, en la
mujer, el RA se encuentra expresado en el 39% de los casos, de los cudles un 42,6 %
fueron tumores TNBC y, ademads, su expresién se asocié con la existencia de
invasion linfovascular. En el caso de la perra, se ha observado una mayor
expresion de este receptor en los tumores IMC respecto a los no-IMC (Illera et al.,
2006, Sanchez-Archidona et al., 2007), asi como en las células infiltrantes y

metastasicas (Illera et al., 2006, Clemente et al., 2009).

2.10. Angiogénesis tumoral y hormonas esteroideas

A pesar de haberse demostrado que el cAncer de mama es una enfermedad
endocrino-dependiente, y de existir una clara evidencia de que la angiogénesis
juega un papel esencial en el desarrollo, progresion y metéstasis de esta

enfermedad, la informacién que se dispone acerca de la accién de las hormonas
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esteroideas en la regulaciéon de dicho proceso y en la expresiéon de VEGF y sus

receptores, es sorprendentemente limitada (Hyder, 2006).

En cuanto al posible papel de los estrégenos en este proceso, diversos
estudios in vitro, y algunos estudios in vivo, han demostrado que estas hormonas
intervienen en la regulaciéon del VEGF y sus receptores. En 1995, Zhang y
colaboradores, observaron que las células tumorales de la linea celular MCF-7
transfectadas con un vector de expresion de VEGFi21 y suplementadas con E2,
eran mas angiogénicas y originaban tumores de mayor tamafio en ratones
xenotransplantados en comparacién con las células no transfectadas con dicho
vector. De la misma manera, Nakamura y colaboradores (1996) demostraron que
el E2 regula la expresiéon de VEGF en tumores mamarios de rata y Dabrosin y
colaboradores (2003) determinaron en un modelo murino de cancer de mama,
que el tratamiento con E2 incrementa la liberacion de VEGF al espacio
extracelular, donde es biol6égicamente activo y puede ser empleado por las
células endoteliales. Posteriormente, Garvin y colaboradores (2005) establecieron
que el E2y el tamoxifeno tienen un efecto en el entorno angiogénico del cancer de
mama, al regular los niveles extracelulares de ciertos factores angiogénicos
secretados por las células tumorales, asi como la expresiéon de VEGFR-2 en las
células endoteliales. Concretamente, estos autores observaron que los estrégenos
impulsan un cambio angiogénico por medio de la estimulacién de VEGF y
VEGFR-2, y la inhibicion de la forma soluble del receptor VEGFR-1, favoreciendo
asi, la angiogénesis tumoral y probablemente contribuyendo a la progresion

tumoral; y, por el contrario, el tamoxifeno favorece la inhibiciéon angiogénica.
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Ademas, determinaron que la incubacién de las células endoteliales con medio

de cultivo procedente de las células tumorales tratadas con E2, donde se detect6

una gran cantidad de VEGF, expresaban mas VEGFR-2.

Sin embargo, al contrario de lo que ocurre con los estudios experimentales,
poco se conoce acerca del papel del E2 en la regulacion del VEGF y la
angiogenésis en el tejido mamario normal y neoplasico en la mujer. En los pocos
estudios que existen, (Dabrosin et al., 2003, Dabrosin, 2005) se ha determinado la
existencia de una correlacion positiva entre los niveles plasmaticos e
intratumorales de E2 con los niveles extracelulares de VEGF en el tejido mamario
normal de mujeres, sugiriendo que E2 juega un papel importante en la regulaciéon
de VEGF. Sin embargo, dicha correlacién no ha sido observada en los tumores
mamarios, lo que implica la necesidad de realizar méas estudios que investiguen
el papel de los esteroides sexuales, y especialmente de los estrégenos, en la

mediacion de los efectos del VEGF en el desarrollo y progresion del cdncer mama.

Respecto a la progesterona y sus derivados sintéticos en la angiogénesis
y/o regulaciéon de la expresiéon VEGF, la informacion de la que se dispone es
escasa. Tan solo existen algunos estudios previos que han demostrado que, tanto
la P4 natural como la P4 sintética, empleada en la terapia de reemplazo hormonal,
inducen la expresiéon de VEGF en las células tumorales mamarias (Hyder et al.,
2001, Liang et al., 2005). Ademas, hay evidencias de que las diferentes isoformas
del RP son importantes factores en la induccién de VEGF en las células tumorales

mamarias; estableciéndose que la isoforma PR-B es un inductor de VEGF mas
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potente que la isoforma PR-A, lo que sugiere que tumores con mas PR-B crecen

mas que aquellos que predominantemente contienen PR-A (Wu et al., 2004).

Por otro lado, no existen muchos estudios que hayan investigado
especificamente la influencia de los andrégenos en la angiogénesis del cancer
mamario. Tan solo en un estudio realizado por Ruohola y colaboradores (1999)
empleando una linea celular mamaria humana y otra murina, se determiné que
la T estimula la expresion de ARNm de VEGF, pero de una forma mas lenta que
en el caso del E2, y, ademas dicha estimulacién probablemente estd mediada por

el RA.

En el caso de la especie canina, no existen estudios previos que hayan
determinado una posible regulacién de la angiogénesis por parte de las

hormonas esteroides.

A pesar de que el papel de las hormonas esteroides en la angiogénesis ain
no ha sido completamente elucidado, el interés generado en los tltimos afios en
la comunidad cientifica es de vital importancia, ya que podria ser esencial en la

prevencion de la progresion del cancer de mama.
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Hipotesis y Objetivos

Los tumores mamarios son las neoplasias mds frecuentes en la perra. A
pesar de su complejidad histolégica, la mayoria de estas neoplasias son
carcinomas o estdn constituidos por proliferaciones mioepiteliales faciles de
identificar por medio de técnicas rutinarias. Sin embargo, existen neoplasias
mamarias que son poco frecuentes y de las que no se dispone de suficiente
informacién acerca de muchos aspectos de su biologia celular; entre ellas se
incluyen, los tumores mamarios caninos de células fusiformes (CSCMT) y el

cancer inflamatorio mamario (CI).

Por ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es, precisamente,
el estudio de tumores mamarios caninos que, por ser poco frecuentes, no se
conocen en profundidad ya que la metodologia a emplear para su estudio
requiere de una amplia casuistica y/o el empleo de modelos experimentales

establecidos.

Concretamente, los tumores mamarios caninos de células fusiformes
(CSCMT) son neoplasias practicamente desconocidas debido a su baja
prevalencia y a la falta de estudios inmunohistoquimicos que permitan su
correcta identificacién. Por ello, podrian existir errores de diagndstico y errores

en cudnto a su comportamiento biolégico y pronostico.

En base a esto, uno de los objetivos especificos de la presente Tesis
Doctoral fue  determinar  mediante  histopatolégica y  técnicas

inmunohistoquimicas los diferentes subtipos histolégicos y grado de malignidad
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de los CSCMT, ademas de su epidemiologia, caracteristicas clinicas, y de

pronostico en la especie canina.

Por otro lado, el cancer inflamatorio mamario (CI), la neoplasia mamaria
mas agresiva y de peor pronostico en la mujer (IBC) y en la especie canina (IMC),
también es una neoplasia poco frecuente que se caracteriza por ser altamente
angiogénica, linfangiogénica y angioinvasiva. Aunque en los ultimos afios, las
terapias frente al cancer de mama humano han avanzado, la eficacia de los
tratamientos anti-angiogénicos en el tratamiento de esta enfermedad, y en
particular, en el cancer inflamatorio mamario humano (IBC) es limitada, y los
mecanismos de resistencia involucrados frente a dichos tratamientos atin no han
sido completamente elucidados. A pesar de que en las altimas décadas se ha
demostrado que el cancer de mama es una enfermedad endocrino-dependiente,
se ha prestado poca atencion al posible papel de las hormonas esteroides en el
proceso de angiogénesis, por lo que estds podrian estar involucradas en las
respuestas moderadas a estos tratamientos y en el desarrollo de resistencia frente

a estos.

De ahi, que otro objetivo especifico de esta Tesis Doctoral, haya sido
determinar la posible influencia de diferentes tratamientos anti-angiogénicos en
la produccién in vitro e in vivo de diferentes hormonas esteroides y factores
angiogénicos, asi como la posible influencia de estas hormonas en la angiogénesis
tumoral, por medio del empleo de lineas celulares de cancer inflamatorio

mamario triple negativo, y los correspondientes ratones xenotransplantados.
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En la actualidad existen evidencias que indican que cambios en la
expresion y/o funcién de las moléculas de adhesién celular estan involucrados
en la diseminacién tumoral y desarrollo de metastasis y, ademds juegan un
importante papel en el fenémeno de transicion epitelio-mesenquimatosa (EMT),
siendo E-caderina una de las moléculas mas estudiadas. De hecho, y
contrariamente a lo que ocurre en otros tumores mamarios malignos, en el IBC
esta molécula esta sobreexpresada e involucrada en la formacion de los émbolos
tumorales y metéstasis a distancia. Dado que el cédncer inflamatorio mamario
canino (IMC) es considerado un buen modelo de estudio de la enfermedad en la
mujer, ya que ambas neoplasias comparten numerosas caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e histopatoldgicas; la expresion de E-caderina y otras
moléculas de adhesion también podria estar alterada en el IMC de forma similar
a lo que ocurre en el IBC y contribuir al fenotipo “inflamatorio” en la especie
canina. Por tanto, otro objetivo especifico fue investigar la expresion de E-
caderina y otra molécula de adhesion, CADM-1, en tumores IMC respecto a
tumores mamarios no-IMC de grado III de malignidad, y determinar si la
sobreexpresion de estas moléculas estd relacionada con el “fenotipo
inflamatorio” por medio del establecimiento de su posible relacién con varios

factores angiogénicos y linfangiogénicos comtinmente sobreexpresados en el IBC

e IMC.
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1. Resumen

Como ya se ha mencionado previamente, el diagndstico de los TMC es una
dificil tarea debido a su gran complejidad histol6gica, y aunque en la mayor parte
de las ocasiones se tratan de neoplasias de origen epitelial o carcinomas, existe
un grupo de tumores mamarios a los que hemos denominado “Tumores

mamarios de células fusiformes (CSCMT), que son poco frecuentes.

Estos subtipos histolégicos representan un gran desafio diagnoéstico tanto
para anatomopatélogos como para clinicos ya que existe una escasa informacién
acerca de como diferenciarlos y el conocimiento acerca de su comportamiento
biolégico es limitado. Ademads, debido a su baja prevalencia, no se dispone de
ningun tipo de informacién especifica acerca de su epidemiologia, morfologia,
caracteristicas inmunohistoquimicas y de comportamiento biolégico. Por
ejemplo, podria ocurrir que alguno de estos CSCMT diagnosticados por medio
de H&E como mioepiteliomas malignos realmente se traten de neoplasias
mamarias de origen vascular o neural, es decir, PWT o PNST, no habiéndose
demostrado la existencia de estos dltimos en la perra. Por ello, los objetivos del

presente estudio fueron:

-Recopilar retrospectivamente un ntmero fiable de casos de CSCMT
mediante la participacion de tres instituciones veterinarias diferentes: 1)
el Hospital Clinico Veterinario, Facultad de Veterinaria de la Universidad
Complutense de Madrid (UCM) (Espafia), 2) el Departamento de

Medicina Veterinaria (DIMEVET), Universidad de Milan (Italia), 3) el
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Centro de Investigacion Animal y Veterinario (CECAV), Universidad de

Tras-os-Montes y Alto Duoro (UTAD) (Vila Real, Portugal).

-Determinar mediante histopatologia y técnicas inmunohistoquimicas los
diferentes subtipos histologicos, el origen y grado de malignidad

histol6gica de estas neoplasias mamarias.

-Establecer mediante la realizacién de un analisis retrospectivo, la
epidemiologia, caracteristicas clinicas y de pronéstico de las pacientes con

CSCMT, en aquellos casos en los que sea posible.

Para ello, los tumores mamarios remitidos para su diagnéstico
histopatolégico entre 1998 y 2013 (13 afios) compatibles con CSCMT, fueron
retrospectivamente seleccionados. Dichos tumores fueron histolégicamente
revisados y se determiné su origen probable (mamario, cutdneo o desconocido).
Ademas, los tumores mamarios malignos fueron clasificados empleando el grado
histol6gico de malignidad para sarcomas y para tumores mamarios caninos y se

determino su diagndstico definitivo por medio de inmunohistoquimica (IHQ).

El estudio revel6 que los CSCMT son tumores mamarios de baja
prevalencia (1% de todos los tumores mamarios). De todos los CSCMT incluidos
en el estudio, 3 CSCMT fueron benignos (1 angioma y 2 mioepiteliomas
benignos) y 67 CSCMT fueron malignos, los cuéles, tras la realizacion de la IHQ
fueron diagnosticados como mioepitelioma maligno (64%), carcinoma vy
mioepitelioma maligno (19%), hemangiosarcoma (8%), sarcoma indiferenciado
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(5%), tumor de la vaina nerviosa (PNST) (3%) y fibrosarcoma (2%). Ademas, el
diagnéstico de revision con H&E cambi6 en un 75% de los CSCMT malignos tras
la realizacion de la IHQ. La mayoria de los CSCMT malignos fueron tumores
solitarios (57%), de gran tamafo (6,42 + 3,92 cm), y generalmente de baja
agresividad (rara afectaciéon de linfonédulos regionales y/o presencia de
metdastasis a distancia, y elevada tasa de supervivencia). De acuerdo con el grado
histol6gico de malignidad para sarcomas, los CSCMT con mayor grado de
malignidad o grado III estaban asociados con una edad avanzada (P = 0,034) y
un gran tamafio (P = 0,037). En resumen, los CSCMT malignos son neoplasias
mamarias que deben ser evaluadas por medio del empleo de técnicas IHQ con
objeto de poder determinar su histotipo y poder valorar comportamiento

biolégico benigno, a pesar de su gran tamafio.
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2. Diseno experimental

Al tratarse de tumores practicamente desconocidos de los que apenas se
dispone de informacion, para la obtencién de informacion relativa a los mismos

en la especie canina, se llev6 a cabo:

e Seleccion retrospectiva (1998-2013, 18 afios) de tumores mamarios caninos
remitidos para su diagndstico histopatolégico compatibles con CSCMT.

e Revision de las secciones de H&E archivadas de los CSCMT
seleccionados y modificacién del diagnéstico histopatolégico en aquellos
casos en los que fue necesario, de acuerdo con la clasificacién histolégica
establecida por Goldschmidt y colaboradores (2011).

¢ Determinacion del origen probable (mamario, cutdneo o desconocido) a
partir de las secciones tefiidas con H&E, asi como el grado de malignidad
histolégica mediante el empleo de dos sistemas de clasificacién; por un
lado, el grado histol6gico de malignidad para sarcomas y, por otro lado,
el grado histolégico de malignidad para tumores mamarios.

e Determinacion del grado de colagenizacion del estroma tumoral y la
presencia de membranas PAS positivas por medio de las técnicas
Tricrémico de Masson y tincién de Schitf (PAS), respectivamente.

e Establecimiento del fenotipo tumoral mediante el analisis de la expresion
de diversos marcadores inmunohistoquimicos (AE1/AE3, CK-14, p63,
calp, vim, CD-31, 5-100, desmina, GFAP, SMA, miosina y Ki-67) de los

CSCMT seleccionados.

118



Capitulo 1

e Analisis estadistico de las diferentes variables categoricas y numéricas

estudiadas.
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Abstract

Canine spindle cell mammary tumor (CSCMT) is an infrequent canine mammary tumor (CMT) composed of spindle or fusiform
cells, which represents a challenge for pathologists and clinicians. Mammary tumors submitted for histopathology from 1998 to
2013 and compatible with CSCMTs were retrospectively selected. The tumors were diagnosed based on the hematoxylin and
eosin (HE)-stained section; malignant tumors were graded using a canine soft tissue sarcoma grading scheme and a canine
mammary tumor grading scheme, and they were further assigned a diagnosis based on immunohistochemistry (IHC) for pan-
cytokeratin, cytokeratin |4, p63, calponin, vimentin, Ki-67, CD31, desmin, myosin, smooth muscle actin, glial fibrillary acidic
protein, and S-100. The origin of the tumors was assessed as mammary, skin, or unknown. The prevalence of CSCMT was 1% of all
CMTs. CSCMTs included 3 benign tumors (I angioma and 2 benign myoepitheliomas) and 67 malignant tumors that after IHC
were diagnosed as malignant myoepithelioma (64%), carcinoma and malignant myoepithelioma (19%), hemangiosarcoma (8%),
undifferentiated sarcoma (5%), peripheral nerve sheath tumor (3%), and fibrosarcoma (2%). The diagnosis based on the HE-
stained section differed from the diagnosis after IHC in 75% of the malignant cases. The majority of malignant CSCMTs were
solitary (57%) large tumors (6.42 + 3.92 cm) with low metastatic potential and high survival rate (8% tumor-related mortality).
Higher sarcoma grade was associated with older age (P = .034) and greater tumor size (P = .037). Malignant CSCMTs need to be

evaluated by IHC to ensure the histotype and the relatively benign clinical behavior, despite their large size.

Keywords
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Canine mammary tumor (CMT) is the most prevalent neoplasm
in female dogs, representing between 25% and 50% of all
tumors,'> and is malignant in 30% to 50% of cases.”'*'> The
histological diagnosis of CMTs is difficult due to their histo-
logical complexity, since they can be of epithelial, myoepithe-
lial, or mesenchymal origin and may develop from multiple
combinations of the listed cell types.” The most frequent types
of CMTs are complex adenoma, benign mixed tumor, complex
carcinoma, and solid carcinoma.”'? There is an infrequent
group of CMTs, composed of spindle cells, that have a similar
appearance with routine techniques (hematoxylin and eosin
[HE]) and therefore need further immunophenotyping to be
properly diagnosed.'' They represent a diagnostic challenge
for veterinary pathologists and clinicians, since there is scarce
information on how to differentiate these histological types,
and the knowledge of their biological behavior is limited or
absent.” The authors of this study have used the term canine
spindle cell mammary tumors (CSCMTs) to encompass these
neoplasms. Their common histological feature is that they are
composed of spindle or fusiform cells. Following the current
histologic classification of CMTs,” several histological

subtypes are included under this term: carcinoma and malig-
nant myoepithelioma (with minimal epithelial proliferation),
benign and malignant myoepithelioma, squamous cell carci-
noma-spindle cell variant, spindle cell carcinoma, fibrosar-
coma, and hemangiosarcoma. That is, CSCMTs comprise
carcinomas (epithelial and/or myoepithelial origin) and sarco-
mas of uncertain origin that are indistinguishable on a morpho-
logical basis.
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1. Resumen

La angiogénesis tumoral, o formacién de nuevos vasos sanguineos, es un
paso importante en el desarrollo, invasién y diseminacion de los tumores sélidos,
y por ello, representa una diana terapéutica importante. La hipdtesis establecida
por Judah Folkman (Folkman, 1971) de que los tumores dependen de la
formacion de nuevos vasos sanguineos para lograr un crecimiento mas alla de
un minimo tamafo, determiné que la prevencion de la angiogénesis tumoral
podia ser una estrategia antitumoral eficaz. Esta consideracion ha llevado a
muchos laboratorios a desarrollar agentes anti-angiogénicos y probar su
viabilidad como tratamientos frente al cdncer. Sin embargo, aunque muchos de
estos farmacos han demostrado ser eficaces en modelos preclinicos, como los
ratones xenotransplantados, en muchos casos estas terapias no han conseguido
las expectativas esperadas ya que, en la mayoria de los ensayos clinicos, el
beneficio en términos de supervivencia ha sido modesto. De hecho, muchos
tumores son capaces de escapar de la accion de estas terapias y volver a crecer,
lo que implica un fracaso en el cumplimiento del objetivo original de estos
tratamientos que es mantener a los tumores en una especie de estado de latencia

(Folkman, 1971).

Teniendo en cuenta que el IBC es un tumor altamente angiogénico,
linfangiogénico y angioinvasivo, estos tratamientos anti-angiogénicos han sido
evaluados en diferentes ensayos clinicos, sin embargo, la falta de beneficios
substanciales en la supervivencia total de las pacientes con IBC todavia sigue

siendo un importante desafio (Arias-Pulido et al., 2012). Esto implica una urgente
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necesidad de comprender porque la mayoria de los pacientes dejan de responder
o no responden en absoluto a dichos tratamientos (Ebos y Kerbel, 2011). De
hecho, en los ultimos afios se ha propuesto la existencia de numerosos

mecanismos involucrados en la resistencia frente a estas terapias.

En la actualidad existen claras evidencias clinicas y experimentales que
indican que las hormonas esteroides (estrégenos y andrégenos), estan
involucradas en el desarrollo y progresion del cancer de mama, y recientemente,
se ha sugerido que también pueden estar involucradas en el proceso de
angiogénesis (Hyder, 2006, Botelho et al., 2015). Por ello, los objetivos especificos

del presente capitulo fueron:

-Determinar la posible influencia de diferentes terapias anti-angiogénicas
en la producciéon in vitro e in vivo de diferentes hormonas esteroides y
factores angiogénicos empleando dos lineas celulares de cancer
inflamatorio mamario triple negativo de origen humano (SUM149) y de
origen canino (IPC-366), asi como en los correspondientes ratones

xenotransplantados.

-Determinar la posible influencia de dichas hormonas esteroides en la

angiogénesis tumoral.

Para ello, ambas lineas celulares y los correspondientes ratones
xenotransplantados fueron tratados con diferentes concentraciones de los
tratamientos anti-angiogénicos SU546, bevacizumab, celecoxib, ademads de
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VEGF. Posteriormente, las concentraciones de las hormonas esteroides,
progesterona (P4), dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona (A4),
testosterona (T), dihidrostestosterona (DHT), sulfato de estrona (E1504) y 17p-
estradiol (E2), y los factores de crecimiento angiogénicos VEGF-A, VEGF-C,
VEGEF-D e IL-8, fueron determinadas en los medios de cultivo, homogeneizados

tumorales y suero por medio del empleo de la técnica de EIA.

Los resultados del estudio demostraron que en condiciones in vitro, la
progesterona (P4) y el estradiol (E2) inducen la producciéon de VEGF y por ello,
promueven la proliferacion celular, mientras que los andrégenos estan
involucrados en la formaciéon in vitro de estructuras de tipo vascular. Por otro
lado, las elevadas concentraciones intratumorales de testosterona (T) encontradas
tras la inoculacion de los tratamientos anti-angiogénicos, bevacizumab y
celecoxib, podrian estar asociadas con una menor tasa metastdsica y apariciéon de
metdstasis, mientras que en el caso del sulfato de estrona (E1S0O4), elevadas
concentraciones de esta hormona podrian promover la progresién tumoral tras el

empleo de SU5416.

En resumen, las hormonas esteroides sexuales podrian estar involucradas
en la produccién de factores angiogénicos y la determinacién de estas, asi como
de los factores angiogénicos en el medio donde son biolégicamente activos podria
ser especialmente ttil en el desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas

individualizadas.
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2. Diseno experimental

Para poder llevar a cabo el establecimiento de los objetivos anteriormente

mencionados se procedio:

e Determinacién de la viabilidad celular de las lineas celulares SUM149 e
IPC-366 en condiciones de crecimiento adherente tras la adicion de los
diferentes tratamientos anti-angiogénicos estudiados.

¢ Determinaciéon de las concentraciones de hormonas esteroides (P4,
DHEA, A4, DHT, T, E15O4 y E2) y factores angiogénicos (VEGF-A, VEGF-
C, VEGF-D e IL-8) en los medios de cultivo de ambas lineas celulares tras
la adicion de dichos tratamientos.

¢ Establecimiento de la capacidad in vitro de ambas lineas celulares de
formar estructuras de tipo vascular y estudio del efecto de los diferentes
tratamientos anti-angiogénicos en la formacién de dichas estructuras
mediante el empleo del ensayo de formacién de tubos (Tube formation
assay).

¢ Determinacién de los niveles de hormonas esteroides (P4, DHEA, A4,
DHT, T, E1504 y E2) y factores angiogénicos (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D
e IL-8) en los medios de cultivo de los grupos control y grupos
experimentales de ambas lineas celulares tras la realizacion del ensayo de
formacion de tubos.

e Determinacion de pardmetros de curvas de crecimiento tumoral y

frecuencia de aparicion de metéastasis a distancia entre los ratones
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xenotransplantados con ambas lineas celulares tratados con los diferentes
tratamientos anti-angiogénicos respecto a los grupos control.

e Andlisis estadistico de las diferencias encontradas en cuanto al
crecimiento tumoral, aparicién de metdstasis a distancia y concentraciones
de las diferentes hormonas esteroides y factores angiogénicos en el medio
de cultivo, homogeneizado tumoral y suero entre los grupos

experimentales y los grupos control, tras dichos tratamientos.
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Simple Summary: Inflammatory breast cancer (IBC) is the most aggressive breast cancer and is asso-
ciated with poor prognosis. Exacerbated angiogenesis, lymphangiogenesis and lymphangiotropism
are hallmarks of this tumour. Current antiangiogenic therapies have minimal effects on overall sur-
vival in IBC patients. Furthermore, it is well established that steroid hormones are strongly related to
tumour development and progression, angiogenesis regulation and metastasis. We investigated the
effect of different antiangiogenic therapies on steroid and angiogenic growth factor production using
two inflammatory breast cancer cell lines. We reported that sex steroid hormones could regulate the
production of angiogenic factors, since after the results, P4 and E2 were involved in VEGF production
and androgens in the formation of vascular-like structures. Moreover, we reported that elevated
intratumoural concentrations of T and E1504 could be associated with decreased metastatic rates
and the promotion of tumour progression, respectively, and thus the measurement of sex steroids
and growth factors may be useful to develop preventive and individualised therapeutic strategies.

Abstract: Human inflammatory breast cancer (IBC) is a highly angiogenic disease for which an-
tiangiogenic therapy has demonstrated only a modest response, and the reason for this remains
unknown. Thus, the purpose of this study was to determine the influence of different antiangiogenic
therapies on in vitro and in vivo steroid hormone and angiogenic growth factor production using
canine and human inflammatory breast carcinoma cell lines as well as the possible involvement of
sex steroid hormones in angiogenesis. IPC-366 and SUM149 cell lines and xenotransplanted mice
were treated with different concentrations of VEGF, SU5416, bevacizumab and celecoxib. Steroid
hormone (progesterone, dehydroepiandrostenedione, androstenedione, testosterone, dihydrotestos-
terone, estrone sulphate and 17(3-oestradiol), angiogenic growth factors (VEGF-A, VEGF-C and
VEGEF-D) and IL-8 determinations in culture media, tumour homogenate and serum samples were
assayed by EIA. In vitro, progesterone- and 173-oestradiol-induced VEGF production promoting
cell proliferation and androgens are involved in the formation of vascular-like structures. In vivo,
intratumoural testosterone concentrations were augmented and possibly associated with decreased
metastatic rates, whereas elevated E1SO4 concentrations could promote tumour progression after
antiangiogenic therapies. In conclusion, sex steroid hormones could regulate the production of
angiogenic factors. The intratumoural measurement of sex steroids and growth factors may be useful
to develop preventive and individualized therapeutic strategies.

Keywords: anti-angiogenic therapies; inflammatory breast cancer; IMC; IBC; steroid hormones

1. Introduction

Normal and neoplastic mammary glands are considered endocrine tissues due to the
local biosynthesis of steroid hormones [1-4]. Oestrogens are essential for breast devel-
opment and maintenance by binding to receptors: oestrogen receptor alpha (ERx) and
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oestrogen receptor beta (ERf3) [5]. Several studies have demonstrated a strong association
between elevated levels of circulating oestrogens and their metabolites with an increased
risk of breast cancer development [6—10]. Moreover, experimental data support that oestro-
gen signalling by ERo in breast cancer results in DNA damage, cellular proliferation and
decreased apoptosis [11,12].

On the other hand, the role of androgens and their receptors in breast cancer develop-
ment and progression is a debated topic. Prospective epidemiologic studies have shown
that circulating androgens in postmenopausal women are positively associated with breast
cancer, based on their role as oestrogenic precursors [13,14]. However, data from in vitro
and in vivo studies suggest that they may also exert an antiproliferative and apoptotic
effect [13,15].

In order to grow and metastasise, tumours require an adequate blood supply of oxygen
and nutrients. Thus, angiogenesis, the formation of new blood vessels from pre-existing
ones, is critical in the development, progression, and metastasis of tumours [16,17]. The
angiogenic process (sprouting angiogenesis) is relatively complex and characterised by
an angiogenic switch in the dynamic balance between proangiogenic and antiangiogenic
factors, shifted towards an irreversible proangiogenic state, leading to the recruitment of
a new vascular supply [17]. Among the proangiogenic factors, the vascular endothelial
growth factor family (VEGF) and their receptors (VEGFRs) stand out [18] playing critical
roles in initiating and promoting angiogenesis [19].

However, apart from these angiogenic factors, data on the effects of sex steroid hor-
mones on this angiogenic switch is emerging in the literature. Although a clear picture is
not still available, several recent investigations suggest that both oestrogen and proges-
terone are involved in the process of angiogenesis by their regulatory effects on VEGF and
its receptors [20,21].

Since angiogenesis has become an important target, there has been intensive research
in order to determine the proteins or mediators involved in prompting angiogenesis and
finding effective antiangiogenic drugs that can decrease the release of pro-angiogenic
factors, prevent their binding to receptors or inhibit their actions [17,22]. Specifically, an-
tiangiogenic therapies against the VEGF family block either the ligands or the receptors [23].
The most widely studied antiangiogenic therapeutic is bevacizumab, a humanised mon-
oclonal antibody that binds with high affinity to VEGF-A preventing its binding to its
receptor, thus inhibiting tumour vascular endothelial cell proliferation and angiogenesis,
reducing vascular permeability, and promoting tumour blood vessel degradation [24].
Small-molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs) that block the VEGF family receptors have
also been developed. For instance, SU5416 is a small molecule inhibitor of VEGFR-2 and
other several tyrosine kinase receptors (TKRs), including VEGFR-1, c-Kit and Flt-3 [25],
that exerts an antiproliferative effect on cultured endothelial cells, and inhibits tumour
growth and decreases vascular density in xenograft models [26,27].

Moreover, over the past two decades, researchers have identified some molecular
changes that also play important roles in breast cancer, such as COX-2, becoming a potential
chemoprevention target for breast cancer. Therefore, selective COX-2 inhibitors, such as
celecoxib, emerged as promising anticancer drugs in the treatment and prevention of breast
cancer due their multiple potential antitumour mechanisms, including the inhibition of
proliferation, induction of apoptosis and antiangiogenic effects among others [28-36].

Inflammatory breast cancer (IBC) is the most lethal and aggressive spontaneous form
of locally advanced breast cancer with a high rate of metastases [35,37] and is character-
istically highly angiogenic and angioinvasive [38]. Furthermore, IBC is associated with
abnormal mRNA VEGEF levels, high circulating VEGF and stromal VEGF expression [35,39],
and it has been established that high COX-2 expression correlates with worse overall sur-
vival (OS) and higher nuclear grade in IBC patients [35]. For this special type of breast
cancer, these current antiangiogenic therapies have minimal effects on overall survival in
IBC patients, and the reason for this remains unknown.
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Several studies have revealed that canine inflammatory mammary cancer (IMC) is
a good spontaneous animal model for the study of IBC [3,40,41]. IPC-366, a uniquely
established canine IMC cell line [42], has demonstrated to be a good model in comparison
with its human counterpart SUM149 [15]. Exacerbated angiogenesis, lymphangiogenesis,
lymphangiotropism and vasculogenic mimicry (VM) have been similarly observed in both
cell lines [42], so they represent interesting models for the study of angiogenesis in this
special type of tumour [43].

Since antiangiogenic therapies have shown limited results and the production of
steroid hormones is strongly related to tumour development, progression and angiogenesis
regulation, the aim of the present study was to determine the influence of different anti-
angiogenic therapies on in vitro and in vivo steroid production using the IBC and IMC
cancer cell lines to improve current knowledge of this type of breast tumour and the
possible influence of sex steroid hormones on the modest responses of these therapies.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Line Culture

The triple-negative canine IMC cell line, IPC-366, was obtained from the Department
of Animal Physiology of Veterinary Medicine School of the Complutense University of
Madrid, Spain, and was cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium nutrient mixture
F-12 Ham (DMEM/F12; Sigma Aldrich, D6421) supplemented with 5% fetal bovine serum
(FBS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, F7524), 1% penicillin—-streptomycin solution
(Sigma Aldrich, P0781) and 1% L-glutamine (Sigma Aldrich, G7513).

The SUM149 triple-negative human IBC cell line was originally obtained from Aster-
and, Plc. (Detroit, MI, USA) and was grown in Ham’s F-12 medium (Invitrogen, 21765029)
supplemented with 5% FBS (Sigma Aldrich, 12103C), 1 ug/mL hydrocortisone (Sigma
Aldrich, H4001), 5 ug/mL insulin (Sigma Aldrich, 19278) and 1% penicillin-streptomycin
solution (Sigma Aldrich, P0781).

Both cell lines were cultured in 25 cm? culture flasks and maintained in a humidified
5% carbon dioxide (CO,) atmosphere at 37 °C. The cell cultures were observed daily by
phase-contrast microscopy (Optika XDS-2 Inverted Microscope, Euromicroscopes, S.L,
Barcelona, Spain) to check cell viability and growth.

2.2. In Vitro Treatments

VEGEF (specifically, VEGF165 isoform, which shares amino acid sequences between
human and canine species [44]), a key mediator of angiogenesis; the RTK inhibitor SU5416;
and the selective COX-2 inhibitor, celecoxib, were obtained from Sigma Aldrich (Madrid,
Spain). The anti-VEGF drug, bevacizumab, was kindly supported by Genentech Inc.
(San Francisco, USA).

All drugs were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), stored at —20 °C and diluted
in the corresponding fresh culture medium immediately before use.

Cultured IPC-366 and SUM149 cells were divided into a control group, treated with
DMSO (final concentration, <0.1%), and four experimental groups, in which different
concentrations of the different drugs tested were added to the culture medium.

To determine the sensitivity of IPC-366 and SUM149 cells to the effects of VEGF,
SU5416, bevacizumab and celecoxib, different concentrations were used to determine the
critical final concentrations to be used in the MTS assay.

For in vitro treatments, IPC-366 and SUM149 cells were exposed to 0.62, 1.25 and
2.5 uM concentrations of VEGF. SU5416, bevacizumab and celecoxib at 1.5, 3 and 6 uM
final concentrations were added to the culture medium.

2.3. Cell Viability Assay (MTS Assay)

To evaluate cell viability, IPC-366 and SUM149 were assayed using the CellTiter 96
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, according to manufacturer’s instructions
(Promega, Madrid, Spain). Briefly, a total of 1 x 10° IPC-366 and SUM149 cells per well
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were seeded in 96-well plates, and the different concentrations of all studied drugs were
added. After 24, 48 and 72 h, the media were removed, and 100 uL of media containing
20 uL of MTS was added to each well and incubated at 37 °C for 3 h in a humidified,
5% CO, atmosphere. Absorbance was recorded at 490 nm using a 96-well SpectraMax
190UV /Vis plate reader. Untreated cells were considered to represent 100% proliferation,
and all drug-treated cells were expressed relative to this. Each experiment was performed
in quadruplicate and repeated at least three times.

The culture supernatants of untreated and treated cells removed at 24, 48 and 72 h
were collected and frozen at —20 °C until hormone analysis.

2.4. Tube Formation Assay

Tube formation assays were performed as described by Guo et al. [45]. Briefly, growth
factor-reduced Matrigel (Sigma Aldrich, E6909) was plated on the bottom of a 24-well plate
(Cornings Costars TC-treated Multiple Well Plates, Ref 353047) and left at 37 °C for 30 min
for solidification. Thereafter, a total of 5 x 10* IPC-366 and SUM149 cells were seeded on
previously coated matrigel wells with their corresponding culture media containing 0.25%
BSA. Both IPC-366 and SUM149 cells were divided into a control group and 4 experimental
groups, treated with a final concentration of 1.5 uM for VEGF, SU5416, bevacizumab
and celecoxib, respectively. Plates were incubated at 37 °C in 5% CO, conditions for
12 h. Optical images of the wells were taken at 6 h at 10x magnification with a phase-
contrast microscopy (Optika XDS-2 Inverted Microscope, Euromicroscopes, S.L, Barcelona,
Spain). Incomplete networks were excluded, and vessel-like structures were quantified by
counting vessel-like tubes in each well using the Image] Angiogenesis Analyzer software.
The experiments were repeated two times, each time with duplicate wells. At the end of
the assay, the corresponding culture media of untreated and treated cells of both cell lines
were collected and stored at —20 °C until hormone analysis.

2.5. Experimental Animals and Treatments

In total, 130 female Balb/SCID mice were obtained from Harlem Laboratories Models,
SL (Barcelona, Spain), early in the morning with dams to minimize shipping stress and
adapted for 7 days in the Animal Facility (Animal Physiology Department, Veterinary
Medicine School, Complutense University of Madrid (UCM)). The mice were housed in
polycarbonate cages (one to two animals per cage) in a room with controlled environmental
conditions (temperature: 23 £ 2 °C; relative humidity: 50 £ 10%; 10-15 air changes per
hour; and 12:12 h light:dark cycle). Soy-free pellet food (Dyets, Inc, Bethlehem, Pennsyl-
vania) and water, previously sterilised, were provided ab libitum. The required sample
size needed to simultaneously compare the normal means of the five experimental groups
was determined using the sample size determination module of the statistical package
Statgraphics Centurion XVI (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginia) resulting in
a total of five mice per group studied. Experimental protocols of this study were approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Complutense University of
Madrid, Spain (number: Proex 31/15). All procedures were completed in accordance with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and conformed to the relevant
EU Directive.

A suspension of 10° IPC-366 and SUM149 cells in 200 uL of phosphate-buffered saline
(PBS) was subcutaneously inoculated in the left ventral region of 6-8-week-old female
Balb/SCID mice with a 21-gauge syringe. Mice were inspected twice weekly for the
development of the tumours until a volume of 0.5 cm® was reached. Once the previous
volume was reached, mice were divided into five experimental groups: a control group
(n = 10 mice, five mice of IPC-366 and five mice of SUM149), injected with DMSO, and
four experimental groups (1 = 15 mice per group, five mice per dosage), injected with
the corresponding dosage of each treatment. The dosages employed per treatment were
established as low, medium and high for VEGF (0.2, 0.4 and 1 mg/kg), SU5416 and
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bevacizumab (1, 5 and 10 mg/kg) and celecoxib (0.5, 2.5 and 5 mg/kg), respectively, and
were chosen based on the literature [46—-49].

For treatment administration, mice were intraperitoneally injected in the right ventral
region with a 21-gauge syringe every three days for a total of 15 days. The tumour volumes
were assessed every three days by measuring the length and width with callipers and
estimated using the following formula: volume = (width)/2 x (Iength)/2, where the width
is the smaller of the two dimensions [50].

When tumours reached a volume of 1.5 cm?® (end-point) or at the end of treatment,
blood samples were obtained intracardially using a 1 mL syringe with a 25-gauge needle
and collected in heparin-coated tubes (S-Monovette® Lithium-Heparin Gel+, Sarstedt,
Spain). Prior to this procedure, animals were anaesthetised with isoflurane (IsoVet) at 4%
for induction and 1.5% for maintaining sedation, supplied at a fresh gas flow rate of 0.5 L
of oxygen/minute. After blood collection, animals were euthanised by a lethal dose of
isoflurane and tumours and organs were harvested at necropsy for subsequent analysis.

2.6. Histological Examination

To assess tumour invasion to distant organs and metastatic ability, lungs and livers
were collected and fixed in 10% buffered formalin solution (pH 7.4) for 24 h. Then, samples
were trimmed, embedded in paraffin wax, sectioned at 3 uM thickness and stained with
haematoxylin and eosin (H&E) for light microscopic examination. As no visible metastatic
nodules were found, micrometastases were scored in haematoxylin and eosin (H&E)-
stained sections of paraffin-embedded tissues. Specifically, the micrometastases were
verified at x 10 magnification and counted at x40 magnification. Mean scores of lungs and
liver micrometastasis were based on five mice per group, with each score acquired from
counts of all pulmonary and hepatic lobes. As no specific marker was used for tumour
cells, metastasis at the single cell level or as small cell clusters could not be accurately
determined, unless cancer cells appeared as overt colonies. Both pulmonary and hepatic
metastases were scored by two independent trained pathologists (A.A.D and L.P).

2.7. Steroid Determinations in Culture Media, Serum and Tumour Homogenates

For tumour homogenates, a total of 0.5 gr of tumour collected at necropsy was ho-
mogenised in phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.2), and centrifugated at 1200 x g, for
20 min at 4 °C. Supernatants were collected, aliquoted individually and frozen at —80 °C
until hormones were assayed. Blood samples were centrifugated at 1200x g and 4 °C for
20 min, and the serum was separated and stored frozen at —20 °C until assayed.

The hormones evaluated and antibodies used are summarised in Table 1. The assayed
steroid hormones were progesterone (P4), dehydroepiandrosterone (DHEA), androstene-
dione (A4), testosterone (T), dihydrotestosterone (DHT), oestrone sulphate (E1504) and
17beta-oestradiol (E2). Moreover, the angiogenic factors determined were VEGF-A, VEGF-
C, VEGF-D and IL-8. Steroid hormone determinations (P4, A4, T, E1SO4 and E2) in tumour
homogenates were assayed by previously validated competitive enzyme-immunoassay
(EIA) [51], whereas these determinations in culture media and serum samples were as-
sayed by a competitive amplified EIA previously validated in our laboratory [43]. Briefly,
96-well flat-bottom medium binding polystyrene microplates (Biohit, Finland) were coated
overnight at 4° C with the appropriate purified antibody dilutions. Afterwards, plates
were washed, and conjugate working solutions (CWS) were prepared. For competitive EIA,
standards and tumour homogenate samples were diluted in CWS, analysed in duplicate
and incubated at room temperature for 2 h to achieve a competitive reaction. For amplified
EIA, standards as well as culture and serum samples were added in duplicate to the plate
and incubated overnight at 4° C. After that, CWS was added to each well and incubated
for 4 more hours at room temperature. For both EIAs, after conjugate incubation plates
were washed, and to evaluate the amount of labelled steroid hormones, Enhance K-Blue
TMB substrate (Neogen, Lexington, KY, USA) was added to each well and incubated for
an additional 15 min at room temperature. Finally, the colorimetric reaction was stopped
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by the addition of 10% H;SOy to each well. Absorbance was read at 450 nm using a
96-well SpectraMax 190UV /Vis automatic plate reader. Hormone concentrations were
calculated by means of software developed for this technique (ELISA AID, Eurogenetics,
Belgium). A standard dose-response curve was constructed by plotting the binding per-
cent (B/BO x 100) against each steroid hormone standard concentrations. The validation
technique parameters: percentage of cross-reactivity of polyclonal antibodies against re-
lated steroids, recovery rates, sensitivity, intra- and interassay coefficients of variation and
parallelism were assayed as previously reported by Illera et al. [43]. P4, A4, T, E1SO4 and
E2 antibodies with specificity against human and canine steroids were developed by the
Department of Animal Physiology, Veterinary Medicine School, Complutense University
of Madrid (UCM), Spain. On the other hand, DHT, DHEA, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D
and IL-8 determinations were performed using a commercially available EIA kit with
confirmed cross reactivity to canine and human steroids and proteins, according to the
manufacturer’s recommendations (Table 1).

All hormone concentrations were expressed in ng/g for tumour homogenates, and
ng/mL in the case of serum samples and culture media, except for DHT culture media
hormone concentrations, which were expressed in pg/mL.

Table 1. Evaluated hormones and antibodies used for EIA determinations.

Primary Antibody Abbreviation Reference
Progesterone P4 C6E91
Androstenedione Ad 9111
Oestrone sulphate E1504 R522-2
Testosterone T R156
173-oestradiol E2 C6E91
Dehydroepiandrostenedione DHEA DEH3344
Dihydrotestosterone DHT DE2330
Vascular endothelial growth factor A VEGF-A RABO0107-1KT
Vascular endothelial growth factor C VEGEF-C RAB0313-1KT
Vascular endothelial growth factor D VEGF-D RAB0390-1KT
Interleukin-8 IL-8/CXCL8 RAB0319-1KT

2.8. Statistics

The Kolmogorov-Smirnoff test was used to assess the goodness-of-fit distribution
of the hormonal data, growth factors and foci of metastasis. Since hormones and growth
factor data were noted to be non-parametric, the Kruskal-Wallis test was used to compare
data. For comparison between control and treatment group results of both cell lines, we
used a non-parametric test Wilcoxon’s rank sum test with SAS 9.4. Data are shown as the
mean =+ standard error (SE). For tumour growth, differences between the experimental
group means were analysed by one-way analysis of variance (ANOVA). Foci of metastasis
among control and treated groups were compared through an Unpaired Student’s t-test
when the distribution of data was normal, and by the Mann-Whitney U test when the
distribution was non-parametric. In all statistical comparisons, p values < 0.05 were
considered statistically significant.

3. Results
3.1. Anti-Proliferative Effect on In Vitro Cell Viability with the Addition of Anti-Angiogenic Treatments

The effects of the addition of the antiangiogenic treatments into the culture medium,
demonstrated that VEGF and SU5416 promote increased cell viability; however, celecoxib
and bevacizumab decrease it.

Specifically, the addition of VEGEF to the culture medium of IPC-366 and SUM149
significantly augmented (p < 0.05) cell viability in all studied dosages, increasing with the
dose and time post-treatment in IPC-366; however, in SUM149, after 24 h, cell viability was
maintained (Figure 1A,B).

On the other hand, as in IPC-366 cells there was a reduction in the viability percentage
in all studied dosages after SU5416 addition; in SUM-149, the percentage of viable cells
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increased, although these differences were not statistically significant (Figure 1C,D). Re-
garding bevacizumab and celecoxib results in both cell lines, the percentage of viability
diminished in all studied dosages, with the most reduction observed for the highest dose

(Figure 1E-H).
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Figure 1. In vitro VEGF (0.62, 1.25, 2.5 uM), SU5416, bevacizumab and celecoxib (1.5, 3, 6 uM) effects on cell viability after
24 h, 48 h and 72 h post-treatment in IPC-366 and SUM149 cell lines measured by MTS assay. Cell viability increases after
VEGEF addition in both cell lines (A,B). Cell viability decreased after SU5416 treatment in IPC-366 cells and increased in
SUM149-treated cells (C,D). Decreased cell viability in IPC-366- and SUM149 treated cells after bevacizumab (E,F) and
celecoxib (G,H) addition. Data are shown as means + SEM. * Significant differences between control and treated groups

(p < 0.05).

3.2. Anti-Angiogenic Treatments Alter In Vitro Steroid Hormone Secretion

The steroid hormone (P4, DHEA, A4, T, DHT, E1SO4 and E2) concentrations of IPC-366
and SUM149 were measured in the cultured media of treated and untreated cells (Figure 2;

Table S1).

Similar secretion patterns were found among both cell lines. Results showed that the
addition of antiangiogenic treatments (SU5416, bevacizumab and celecoxib) de-creased P4
secreted levels with respect to the control group.
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Figure 2. Sex steroid hormone concentrations in culture media of control and treated IPC-366 and SUM-149 cells at 72 h after
the addition of low, medium, and high concentrations of VEGF (0.62 uM, 1.25 uM and 2.5 uM); SU5416, bevacizumab and
celecoxib (1.5 uM, 3 uM and 6 uM). (A,B) Progesterone (P4). (C,D) Dehydroepiandrosterone (DHEA). (E,F) Androstenedione
(A4). (G,H) Testosterone (T). (I,J) Dihydrotestosterone (DHT). (K,L) Estrone sulphate (E1SO4). (M,N) Estradiol (E2). Bar
represents means £ SEM. * Significant differences between control and treatment groups (p < 0.05).
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Regarding the steroid precursors (DHEA and A4) and androgens (T and DHT), the re-
sults demonstrated that DHEA and DHT levels were significantly decreased (p < 0.05) in all
treatments in both cell lines. With regard to A4 and T concentrations, a significant increase
(p < 0.05) was found after SU5416, bevacizumab and celecoxib treatments; meanwhile,
VEGF addition provoked a decrease in only A4 levels.

On the other hand, the levels of both steroid oestrogens, E1504 and E2, were signif-
icantly augmented (p < 0.05) in SU5416 and celecoxib; however, after bevacizumab and
celecoxib addition, only E2 concentrations were significantly increased (p < 0.05).

The addition of the antiangiogenic treatments and VEGF also altered the secretion of
the angiogenic growth factors and IL-8 (Figure 3, Table S1). Specifically, our results showed
a significant decrease (p < 0.05) in VEGF-A levels in cells treated with VEGF and SU5416;
however, these concentrations were significantly augmented (p < 0.05) in cells treated with
bevacizumab. With regard to VEGF-C, the concentrations were decreased in all treatments.
On the other hand, while the addition of VEGF, SU5416 and bevacizumab did not exert any
effect on VEGF-D levels, these levels were significantly decreased (p < 0.05) with celecoxib.
Finally, IL-8 levels were decreased (p < 0.05) in VEGF, SU5416 and celecoxib-treated cells,
whereas with bevacizumab, the concentrations significantly increased (p < 0.05).
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Figure 3. Angiogenic growth factors and interleukin IL-8 concentrations in culture media of control and treated IPC-366 and
SUM-149 cells at 72 h after the addition of low, medium and high concentrations of VEGF (0.62 uM; 1.25 uM and 2.5 uM); SU5416,
bevacizumab and celecoxib (1.5 uM, 3 uM, and 6 uM). (A,B) Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A). (C,D) Vascular
endothelial growth factor C (VEGE-C). (EF) Vascular endothelial growth factor D (VEGF-D). (G, H) Interleukin-8 (IL-8). Bar
represents means + SEM. * Significant differences between control and treatment groups (p < 0.05).
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3.3. Effect of Anti-Angiogenic Compounds and VEGF in Tube Formation

To further characterize the role of the different antiangiogenic treatments, we focused
on another phenotypic characteristic of angiogenesis in vitro, namely, the formation of
vascular-like structures by neoplastic cells by conducting a tube formation assay. As shown
in Figure 4, VEGF and celecoxib significantly increased (p < 0.05) the number of tubular-like
structures with respect to the control group. However, treatment with bevacizumab and
SU5416 resulted in a slight decrease in tube formation.
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Figure 4. Tube formation results. (A) Images x10 of IPC-366 and SUM149 vascular-like structures (arrows) formed in
control and treated groups treated with a final concentration of 1.5 uM for VEGE, SU5416, bevacizumab and celecoxib. Bar
graph represents percentage of number of tubes formed at 6 h respect to control group. (B) Steroid precursor (P4, DHEA,
A4); (C) sexual steroids (T, DHT, E2, E1SO4) and (D) angiogenic growth factors (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, IL-8) in culture
media of IPC-366 (black) and SUM149 (grey) after tube formation assay. * Denoted significant differences (p < 0.05) between
control and treated groups. Scale bar 200 uM.
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After the tube formation assay, steroid hormone concentrations (P4, DHEA, A4, T,
DHT, E1504 and E2), angiogenic growth factors (VEGF-A, VEGF-C and VEGEF-D) and
IL-8 concentrations were also evaluated to determine the possible impact on the cell tube
formation (Figure 4).

Steroid precursor P4 concentrations were significantly higher (p < 0.05) in cells treated
with SU5416, bevacizumab and celecoxib with respect to the control group. However, a
significant reduction in DHEA and DHT secreted levels (p < 0.05) was found after VEGF
addition. Regarding A4 and T levels, results demonstrated significantly higher (p < 0.05)
concentrations in SU5416- and celecoxib-treated cells with respect to the control group.
Oestrogen levels (E1504 and E2) were significantly increased (p < 0.05) after SU5416 and
celecoxib; however, after bevacizumab addition, E1SO4 levels increased and E2 levels
decreased.

Regarding angiogenic growth factors and IL-8 secretion, the results revealed that
VEGEF significantly diminished (p < 0.05) VEGF-A concentrations. However, these VEGF-A
levels were significantly higher (p < 0.05) after bevacizumab addition. Moreover, VEGF-C
secreted concentrations were significantly augmented (p < 0.05) after bevacizumab and
celecoxib; meanwhile, VEGE-D levels diminished (p < 0.05) after SU5416 and celecoxib
treatment

3.4. VEGF, SU5416, Bevacizumab and Celecoxib Effects on Tumour Progression and Metastasis

Figure 5 and Supplementary Figures S1 and S2 represent the effect of the different
treatments on tumour growth in xenotransplanted mice with IPC-366 and SUM149 (Figure 6).

Comparing the effects of the different antiangiogenic therapies and VEGF in xeno-
transplanted mice, our results revealed that bevacizumab was the only treatment that
significantly decreased (p < 0.05) tumour growth in IPC-366 and SUM149 xenografts. On
the contrary, VEGF administration significantly increased (p < 0.05) tumour growth in both
cell line-xenografted mice.

No significant differences were found after SU5416 and celecoxib treatment with
respect to the control group, except in IPC-366 xenotransplanted mice treated with medium
and high dosages of celecoxib, in which tumour progression decreased significantly
(p < 0.05) from day 12.

Regarding metastasis (Table 2, Figure 7), VEGF augmented the number of metastatic
foci in the lungs and liver with respect to the control group in both xenotransplanted mice;
these differences were only statistically significant for the high dosage.

After SU5416 inoculation, the number of metastatic foci found in lungs and liver
was slightly lower for IPC-366-xenotransplanted mice but slightly higher in the case of
SUM149 mice compared to the control group. Regarding bevacizumab and celecoxib, the
number of metastatic foci in both organs was decreased for both treatments. Specifically, no
pulmonary and hepatic metastatic foci were found for the high dosage of bevacizumab in
IPC-366 xenotransplanted and medium and high dosages in SUM149 mice (Table 2). In the
case of celecoxib, no hepatic foci of metastasis were found for medium and high dosages in
IPC-366 mice and for any of the dosages in the case of SUM149-xenotransplanted mice.
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Figure 5. In vivo effect of VEGF, SU5416, bevacizumab and celecoxib on tumour growth in xenotransplanted mice of
(A,CE,G) IPC-366 and (B,D,F,H) SUM149. Bar represents means + SEM. * Significant differences between control and
treatment groups (p < 0.05).
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Table 2. Foci of pulmonary and hepatic metastasis in control and experimental groups of IPC-366 and SUM149.

IPC-366 SUM149
Foci of Pulmonary Foci of Hepatic Foci of Pulmonary Foci of Hepatic
Treatments Dosage 2 Metastasis Metastasis Metastasis Metastasis
(Mean =+ SD) (Mean + SD) (Mean + SD) (Mean =+ SD)
Control 13.20 £ 2.17 0.90 &+ 0.60 10.40 £ 1,77 0.40 £ 0.19
0.2mg/kg 13.40 £ 3.05 0.40 £ 0.15 16.40 £ 2.07 0.60 +0.29
VEGF 0.4 mg/kg 14.20 £1.92 0.60 £ 0.89 16.60 £ 2.30 220+ 1.10*
1 mg/kg 25.00 - 4.85* 3.40+1.19 50.60 + 6.95 * 433 +1.06*
1mg/kg 11.80 £ 1.48 0.40 £ 0.15 13.00 £ 5.00 1.00 £ 0.35
SU5416 5mg/kg 10.20 £ 3.96 0.40 £0.15 13.00 £ 2.83 0.40 £ 0.15
10 mg/kg 10.40 £ 2.30 0.20 +£0.10 12.40 £2.70 0.00 £ 0.00 *
1mg/kg 6.80 +3.79 * 0.40 +£0.15 7.40 £+ 2.58 0.00 = 0.00 *
Bevacizumab 5 mg/kg 1.20 £2.17* 1.00 £ 0.41 0.00 £ 0.00 * 0.00 = 0.00 *
10 mg/kg 0.00 + 0.00 * 0.00 £ 0.00 * 0.00 4+ 0.00 * 0.00 £ 0.00 *
0.5mg/kg 10.40 £+ 2.88 0.40 £ 0.15 6.80 = 1.82 0.00 = 0.00 *
Celecoxib 2.5mg/kg 7.00 £2.21 0.00 £+ 0.00 * 740 +2.84 0.00 £ 0.00 *
5mg/kg 5.80+3.10* 0.00 £ 0.00 * 320+ 1.44 0.00 £ 0.00 *

* Denoted significant differences (p < 0.05) between control and drug-treated groups. # Control and treated groups are composed of a total
of 5 xenotransplanted mice per dosage.
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Figure 7. Metastatic foci in lungs and liver after VEGF, SU5416, bevacizumab and celecoxib treatment in IPC-366 and
SUM149 xenotransplanted mice. (A) SUM149 control mice lung with metastatic focus. (B) IPC-336 control mice liver with
large metastic focus. (C,D). Foci of metastases in lung and liver after VEGF inoculation in IPC-366- (c) and SUM149- (d)
xenotransplanted mice. (F) Multiple small foci of metastasis in the lung of SUM-149 mice treated with 5 mg/kg of SU5416.

(G,H). Absence of metastatic foci after bevacizumab treatment in IPC-366 xenografted mice. (I) Small foci of metastasis after

inoculation (0.5 mg/kg) of celecoxib.

3.5. Steroid Determinations in Tumour Homogenates and Serum Samples

The results from tumour homogenates and serum steroid concentrations of IPC-366
and SUM149 (Figure 8 and Table S2) revealed that both cell lines follow the same pattern.

Antiangiogenic treatments and VEGF inoculation did not alter P4 serum production.
However, P4 tumour homogenate levels showed a significant decrease (p < 0.05) when both
mice xenografts were treated with SU5416 and celecoxib. Regarding precursor steroids
(DHEA and A4), the results showed that only serum DHEA concentrations were decreased
(p < 0.05) after VEGF, SU5416 and celecoxib, whereas serum and tumour homogenate A4
concentrations significantly decreased (p < 0.05) after VEGF, bevacizumab and celecoxib.
Serum T levels significantly decreased (p < 0.05) after SU5416 and celecoxib inoculation, but
tumour homogenate concentrations were higher (p < 0.05) after all treatments. Regarding
DHT levels, SU5416 and bevacizumab significantly decreased (p < 0.05) DHT serum
and tumour homogenate concentrations. On the other hand, the results revealed that
VEGEF significantly diminished (p < 0.05) oestrogen circulating levels (E1504 and E2) and
augmented tumour production; however, only celecoxib and bevacizumab significantly
reduced (p < 0.05) E2 tumour homogenate concentrations.

Regarding VEGF-A levels, VEGF inoculation augmented (p < 0.05) serum and tumour
homogenate VEGF-A concentrations, but only bevacizumab significantly reduced (p < 0.05)
both serum and tumour levels. Moreover, the antiangiogenic treatments also altered
VEGEF-C and VEGF-D concentrations. Specifically, after celecoxib, both serum VEGF-C
and VEGF-D levels were augmented (p < 0.05); meanwhile, VEGF-D levels were increased
after VEGF and SU5416 inoculation, VEGF-C decreased after both treatments, and no
significant differences were found after bevacizumab. With regard to tumour homogenate
VEGEF-C and VEGF-D concentrations, only a significant decrease in VEGF-C concentrations
(p < 0.05) was found after VEGF and SU5416. Finally, serum IL-8 levels were significantly
(p < 0.05) decreased after SU5416, bevacizumab and celecoxib, whereas its tumour levels
were diminished (p < 0.05) after VEGF and SU5416 and significantly increased (p < 0.05)
after celecoxib.
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Figure 8. In vivo tumour homogenate and serum sex steroid hormones, angiogenic growth factors and IL-8 concentrations
in IPC-366- and SUM149 xenotransplanted mice after inoculation of the high dosage of VEGF (1 mg/kg), SU5416 (10 mg/kg),
bevacizumab (10 mg/kg) and celecoxib treatment (5 mg/kg). Bar represents means £ SEM. * Significant differences between
control and treatment groups (p < 0.05). (A) Serum P4 levels were no altered but its intratumoral concentrations
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decreased after SU5416 and celecoxib. (B) Serum DHEA levels decreased after VEGF, SU5416 and celecoxib and no changes
in its intratumoral concentrations were found after all treatments. (C) Serum and intratumoral A4 levels decreased after
VEGE, bevacizumab and celecoxib. (D) Serum T levels decreased after SU5416 and celecoxib, but tumour homogenate levels
were higher after all treatments. (E) Both serum and intratumoral DHT levels decreased after SU5416 and bevacizumab.
(F) VEGF and SU5416 inoculation diminished circulating E1504 levels but augmented its intratumoral concentrations.
(G) Serum E2 levels decreased after VEGF but augmented after SU5416, however, tumour homogenate concentrations
were higher after VEGF but decreased after bevacizumab and celecoxib (H) Circulating and intratumoral VEGF-A levels
augmented after VEGF inoculation, but these concentrations decreased only after bevacizumab. (I) VEGF and SU5416
treatments decreased circulating VEGF-C levels and celecoxib augmented them, however, only VEGF and SU5416 decreased
intratumoral concentrations. (J) Only serum VEGF-D levels were augmented after VEGF and SU5416 treatments. (K) Serum
IL-8 levels decreased after the inoculation of SU5416, bevacizumab and celecoxib, whereas its tumour levels decreased after
VEGF and SU5416 but augmented after celecoxib.

4. Discussion

The biological rationale behind antiangiogenic therapy use in clinical trials is based
on the theory that blocking new blood vessel formation in tumours will stop or slow
their growth [52]. However, the lack of substantial benefits with current antiangiogenic
therapies, in terms of increased overall survival in IBC patients, remains an ongoing
challenge. This study aimed to determine the effects of different antiangiogenic therapies
in cell proliferation, tumour progression and tube formation in IPC-366 and SUM149 cell
lines to provide new insights into the biological mechanisms involved in angiogenesis
in IBC.

It has been suggested that the combination of bevacizumab and neoadjuvant regimens
may have a potential benefit in patients with IBC [53]. In the present study, in vitro
results showed that bevacizumab and celecoxib suppressed cell proliferation in both cell
lines, as previously reported for other breast cancer cell lines [54,55]. However, after the
in vivo experiments, only bevacizumab reduced tumour growth by approximately 40%,
in accordance with other studies [56,57]. Therefore, our results also support the idea that
bevacizumab may be a good therapeutic strategy in combination with other therapies for
patients with triple negative IBC.

It is clearly established that the action of sex steroid hormones (oestrogens and andro-
gens) is crucial in the development and progression of breast cancers [58,59], and recent
evidence suggests that they might be involved in the process of angiogenesis [21]. Given
the importance of sex steroids and angiogenesis in the onset, progression and metastasis
of this disease, the concentrations of different steroid hormones as well as angio-genic
factors were also determined to improve the knowledge of their possible role in tumour
angiogenesis.

The complex microenvironment of solid tumours implies that tumour cells receive
signals from multiple sources, and, conversely, they also influence the function of neigh-
bouring cells. Apart from these paracrine signalling mechanisms, tumour cells can also
acquire a certain degree of self-sufficiency by elaborating autocrine signalling pathways
that facilitate key functions of growth, invasion and survival [16].

In this study, in vitro secreted P4 concentrations decreased after the addition of an-
tiangiogenic therapies, contrary to the effect of VEGE, which did not alter the secretion of
this hormone. Some authors have postulated that P4 has a role in angiogenesis through
the induction of VEGF [20,21,60]. Our results are in line with these previous reports, since
the inhibition of VEGF by bevacizumab decreased P4 concentrations, denoting that the
cells are using P4 to induce VEGF production to survive and proliferate. Moreover, our
results revealed that VEGF does no promote P4 production since no significant changes in
P4 secretion were observed after the addition of VEGF to cells, supporting the idea that P4
can be a determining factor for VEGF production and cell proliferation.

On the other hand, the high secretion of T and E2 observed in the treated cells
compared to the control may lead to the conclusion that these treatments do not suppress
aromatase activity [61], meaning that the cells can continue to synthesise oestrogens.
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Although VEGF was originally described as a pro-angiogenic factor, there is evidence
of additional functions. VEGF promotes cell survival by stimulating autocrine signalling
in response to extracellular stimuli [62-64], and also contributes to tumour migration and
progression towards gradients of chemoatactants [62]. In this study, IPC-366 and SUM149
cells showed reduced levels of secreted VEGF-A after the addition of VEGF. In contrast,
these VEGF-A concentrations increased significantly after the addition of bevacizumab.
These results suggest that in the presence of high extracellular levels of VEGF-A, tumour
cells do not secrete autocrine VEGF-A, but instead use extracellular VEGF-A to proliferate
and survive.

On the other hand, the increase in E2 and VEGF-A concentrations together after
treatment with bevacizumab in both cell lines could correspond to the autocrine secretion
of VEGF-A by E2-induced tumour cells [65], and to an extent, this VEGF-A could act
as a survival factor for tumour cells to counteract the effect of bevacizumab. Therefore,
therapies with bevacizumab as a single agent do not have satisfactory results [66].

Angiogenesis is also regulated by the local activity of a variety of other angiogenic
factors, such as IL-8/CXCLS, a chemokine recognised as an angiogenic factor in several
cancers and promoter of tumour growth, motility and metastasis [67,68]. Moreover, IL-8
controls the expression of VEGF in endothelial cells by promoting the activation of VEGF
receptors in an autocrine manner [69]. In this study, secreted IL-8 concentrations after
bevacizumab were augmented, so they might exert a possible influence on the secretion of
VEGEF-A.

Therefore, our results revealed that under in vitro conditions, VEGF secretion by
neoplastic cells could be regulated by P4, E2 and IL-8 concentrations. (Figure 9).
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Figure 9. Scheme of the steroidogenic cascade. Hormones within the green box are the ones measured in this study. It can

be observed that P4 and E2 induce the production of VEGF which will promote the processes of angiogenesis, tumour

progression, cell survival and metastasis. Likewise, elevated E1504 can also promote tumour progression itself. However,

an increase in T could be to be related to a lower risk of metastasis.



Cancers 2021, 13, 3668

18 of 24

The main purpose of the use of antiangiogenic therapies is to reduce angiogenesis and
thus control the tumour progression and development of metastasis since cancer growth
depends on the expansion of the host vasculature. There is evidence that cancer cells can
promote the formation of tubes by endothelial cells [70], but it has also been observed
that cancer cells themselves are capable of forming vascular-like structures in vitro [71].
Our study has demonstrated that IPC-366 and SUM149 are capable of forming these
vascular-like structures in vitro, showing their aggressiveness. Moreover, it has shown
that the antiangiogenic therapies studied did not completely inhibit the formation of these
structures, demonstrating that angiogenesis processes could be regulated by other factors
that should be considered.

The formation of vascular structures is known to be a complex system in which the
members of the VEGF family, both ligands and receptors, are involved [17]. Nevertheless,
our results suggest that, apart from these proangiogenic factors, steroid hormones are also
involved in tube formation, as previously observed by other authors [72]. It has been shown
that the addition of androgens increases the formation of vascular-like structures [73]. Our
results support this hypothesis, since the concentrations of DHEA and DHT in the culture
medium decreased following the addition of VEGF to neoplastic cells, which suggests
that the cells consume these androgens to increase the formation of tubular-like structures.
In accordance with this, when observing the effect of bevacizumab on the number of
vascular-like structures and DHT and DHEA levels, no significant differences were found,
denoting that DHEA and DHT are involved in the formation of vascular-like structures.

Contrary to previously reported results [54], the results presented here clearly showed
that celecoxib treatment does not inhibit the formation of vascular-like structures in vitro,
and they also differ morphologically from those found in the control group. Moreover,
VEGEF-C concentrations were also augmented, whereas VEGF-D concentrations were re-
duced. VEGF-C and VEGEF-D are considered lymphangiogenic factors [74]. Accordingly,
celecoxib could promote lymphangiogenic processes, not only through the induction of
VEGE-C but also through VEGEF-D synthesis.

Moreover, after treatment with SU5416, the secreted VEGE-D concentrations were
significantly decreased. SU5416 was developed as a promising selective synthetic inhibitor
of the VEGFR-2/Flk-1 [75]. As VEGF-D is a ligand not only for VEGFR-2/Flk-1 but also
VEGFR-3/Flk-4 [76], our data suggest that VEGF-D is possibly bound to VEGFR-3/Flk-4
as VEGFR-2/Flk-1 is inhibited by SU5416 action.

The tumour microenvironment and its hormonal secretion plays a crucial role in
tumour progression. It is known that steroid hormones, such oestrogens, are involved in
tumour development and progression and regulate the expression of growth factors and its
receptors in breast cancer [6,21]. However, many aspects regarding the role of androgens
remain unclear.

On the one hand, high urinary levels of T have been associated with worse outcomes,
and an increased rate of progression has been observed in postmenopausal patients with
high circulating levels of T [77]. On the other hand, there is evidence that androgens
also exert an antiproliferative and apoptotic effect in breast cancer [78,79], and recently;, it
has been postulated that high levels of T could be associated with a lower percentage of
metastasis in male mice with IMC and IBC tumours [15].

In the present study, after bevacizumab and celecoxib treatment, as intratumoural T
levels were increased, oestrogen concentrations were decreased. Moreover, tumour growth
rates and metastasis were reduced after both treatments in xenotransplanted mice. In
the case of VEGF treatment, not only androgens but also oestrogens were significantly
augmented with respect to the control group, thus promoting cell proliferation, tumour
growth and metastasis. Consistent with this, our data suggest that high intratumoural
T concentrations in the setting of decreased oestrogens have a role in the prevention of
metastasis after both treatments.

After SU5416 treatment, E1SO4 intratumoural concentrations and tumour growth and
metastasis development were augmented, although E2 concentrations were decreased. It
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has been postulated that E1504 could act as a reservoir of oestrogens for cells, and thus
could promote tumour progression [80]. Moreover, some authors have associated the
expression of E1504 with lymph node metastases and relapse free survival rate in breast
cancer patients [81]. Accordingly, our data suggest that elevated E1S0O4 concentrations after
SU5416 treatment could promote tumour progression and the appearance of metastasis.

Although celecoxib has been reported as an antiangiogenic therapy as it inhibits
prostaglandin-E2-dependent VEGF production [35], subsequently reducing microvessel
density, tube formation and serum VEGEF levels, several studies suggest that it may have
contradictory effects on tumour responsiveness and angiogenesis [82,83]. Specifically,
Ueno et al. found that VEGEF levels were increased during celecoxib treatment in breast
cancer patients [84]. Our findings are in line with this study, as tumour homogenate VEGF
concentrations were higher after celecoxib treatment.

On the other hand, NSAIDs such as celecoxib have been reported to reduce the risk
of developing cancer by suppressing the expression of inducible inflammatory cytokines,
such as IL-8, by cancer cells [67]. However, the concentrations of tumour homogenate IL-8
after celecoxib were augmented in the present study. In several cancer forms, it has been
demonstrated that VEGF and IL-8 are interconnected due to the upregulation of IL-8 by
VEGF and vice versa [85,86]. Therefore, in view of the abovementioned findings, IL-8 could
promote VEGEF action, and thus, tumour progression could be encouraged.

Comparing the results of sex steroid hormone concentrations and vascular growth
factors, after VEGF and bevacizumab treatments, both tumour homogenate E2 and VEGF
levels appear to be positively associated, as both were significantly augmented in xenotrans-
planted mice treated with VEGF and significantly lower in those treated with bevacizumab.
These results are in line with previous studies supporting the role of E2 as a potent regulator
of VEGF in normal breast tissue [87,88] and breast cancer cell lines [89].

It has been suggested that serum hormone levels and growth factors reflect intra-
tumoural concentrations [89]. In this study, intratumoural concentrations were higher
than serum levels, which suggests that the hormones and factors are produced locally
in the tissues where they act, and only a small proportion of them is released into the
bloodstream.

Considering this information, the direct measurement of tumour regulators, such as
VEGF and E2, locally in the tumour would be more accurate for determining the total
amount of extracellular and bioactive proteins released by the tumour. Today, breast
cancer is diagnosed by the histology of biopsies, mammography and gene expression
levels. However, gene expression levels and intracellular protein levels are not always
indicative of biological active extracellular proteins, so breast cancer patients can be over-
or undertreated. Therefore, studies of the different tumour regulators and sex steroids
in their bioactive compartment would substantially improve knowledge of the biological
characteristics of the tumour and would provide a detailed hormone profile before treat-
ments to predict the hormonal sensitivity of the tumour so that optimal individualised
treatment could be achieved.

This study has limitations, since immunohistochemistry for angiogenesis and steroido-
genic enzymes involved in these processes was not performed. While the reported changes
in sex steroid and angiogenic factors provided a view of their effects on anti-angiogenic
therapies, changes in the sex steroid enzymes, hormone receptors and COX-2 expres-
sion will provide a better understanding of the mechanisms involved in these treatments.
Therefore, further studies are required to assess their expression.

5. Conclusions

This study provided evidence that steroid hormones could regulate angiogenic factors
to promote tumour progression and angiogenesis. However, further studies are needed
to elucidate the mechanisms by which steroid hormones could induce the production
of angiogenic factors. On the other hand, considering that mammary cancer in dogs oc-
curs spontaneously and shares clinical and pathophysiological characteristics with human
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cancers, this study provides new insights for further investigations for the use of these
treatments as adjuvant therapy in this species. The intratumoural measurement of steroid
hormones and growth factors would improve the knowledge on the biological characteris-
tics of the tumour with the aim to develop novel preventive and individualised therapeutic
strategies, as well as provide follow-up biological information regarding the effectiveness
of treatments.
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1. Resumen

La diseminacién metastasica de las células neoplésicas es la principal causa de
muerte en pacientes con cdncer (Cavallaro y Christofori, 2004). De hecho,
estudios previos han determinado que todas las mujeres que padecen IBC tienen
afectacion de los linfonddulos regionales y aproximadamente el 40% tiene
metdastasis a distancia en el momento del diagnéstico (van Uden et al., 2017,
Fayanju et al., 2020). Por otro parte, la supervivencia media en perras con IMC es
de aproximadamente de un mes tras el diagnostico sino se les administra
tratamiento (Pérez Alenza et al., 2001, Pefia et al., 2003a). De ahi que, elucidar los
mecanismos moleculares que subyacen a este proceso represente uno de los

mayores desafios en la investigacion del cancer.

La observacion de que las células tumorales abandonan el tumor primario
para diseminar a 6rganos distantes y que, ademads, dichas células muestran
cambios en sus interacciones con los componentes de la matriz extracelular y las
células vecinas, ha llevado a la conclusiéon de que los cambios en la adhesion
célula-célula y célula-matriz extracelular mediados por la expresion y/o funciéon
de diferentes moléculas de adhesion estan involucrados en la progresion
tumoral. Recientemente, resultados experimentales han indicado que, ademas de
mediar estas interacciones, estas moléculas también modulan directamente
diferentes vias de sefializaciéon. Por tanto, cambios en la expresiéon o la funcién
de estas, pueden contribuir a la progresion tumoral al alterar el estado de
adhesion de la célula, asi como su sefalizacién celular (Cavallaro y Christofori,

2004).
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Al contrario de lo que ocurre en otros tumores mamarios malignos, se ha
demostrado que la E-caderina estd sobreexpresada en el IBC y ademaés
circunferencialmente distribuida alrededor de la membrana celular (Ye et al.,
2010). De hecho, esté localizacién parece estar involucrada en la formacién de los

émbolos linfovasculares, los cudles también sobreexpresan dicha molécula.

Asimismo, evidencias recientes han demostrado que la alteracién de las
interacciones mediadas por otras moléculas de adhesiéon, como por ejemplo
CADM]1, y que no han sido estudiadas tan en profundidad en el cAncer mamario

en general, también pueden estar implicadas en la progresién tumoral.

Por ello, considerando que la E-caderina podia estar sobreexpresada en el
IMC canino, el cual comparte muchas caracteristicas con el IBC humano;
(incluyendo numerosas caracteristicas epidemiolégicas, fisio-patolégicas, su
biologia molecular, diagnéstico, tratamiento y prondstico), ademds de su
relevancia en el proceso metastdsico y los mecanismos angiogénicos y
linfangiogénicos especiales del IBC e IMC (“fenotipo inflamatorio), los objetivos

del presente capitulo fueron:

-Investigar la expresiéon de E-caderina y CADM1 en tumores IMC respecto
a tumores mamarios no inflamatorios de grado IIl de malignidad (no-

IMC).

-Investigar si la sobreexpresiéon de estas moléculas de adhesion esta
asociada con el “fenotipo inflamatorio”, por medio de la determinacién de

su posible asociacién con factores angiogénicos y linfangiogénicos
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involucrados en la angiogénesis, linfangiogénesis y linfangiotropismo
exacerbado del IBC e IMC canino donde habitualmente se encuentran

sobreexpresados.

Para la consecucion de los objetivos anteriormente mencionados, aquellos
tumores IMC y tumores no-IMC de grado III remitidos para su diagnoéstico
histopatol6gico fueron retrospectivamente seleccionados. Ambos grupos (IMC y
no-IMC) fueron revisados histologicamente (H&E), se determiné su grado de
malignidad histolégica y se realiz6 el estudio inmunohistoquimico de E-caderina
y CADM-1, asi como de diferentes factores angiogénicos y linfangiogénicos
(COX-2, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-D). Asimismo, por medio de técnicas
moleculares se analiz6 la expresion de los genes de las moléculas de adhesion

objeto de estudio y se realiz6 su validacién por medio de qRT-PCR.

Los resultados demostraron que la expresion de E-cad y CADM1 fue
mayor en los tumores IMC (P < 0,001 y P = 0,008, respectivamente). Ademas, la
inmunotincién citoplasmatica de E-cad fue mas frecuente (P = 0,035) en los
tumores IMC y se asocié con la expresion de los factores angiogénicos y
linfangiogénicos; COX-2 (P = 0,009), VEGF-A (P = 0,031) y VEGF-D (P = 0,008)
respectivamente. Asimismo, la sobrexpresion de CADM1 también fue mayor en
los tumores IMC (P = 0,008) respecto a los tumores no-IMC, siendo su
inmunotinciéon fundamentalmente citoplasmatica. Por otro lado, al contrario de

los resultados observados tras la realizaciéon de la IHQ, el estudio transcriptémico
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demostré que no existen diferencias en la expresion del gen de E-cad (CDHI1)
entre los tumores IMC y no-IMC, mientras que en el caso de CADMI1, su
expresion fue siete veces mayor en los tumores IMC. Por lo tanto, de la misma
manera que ocurre en el IBC, existe una asociacion positiva entre la expresion de
E-cad y el “fenotipo inflamatorio” en el IMC. Ademas, la sobreexpresion de la
proteina E-cad y su asociacién con diferentes factores angiogénicos y
linfangiogénicos sugiere que esta molécula podria estar involucrada en la
regulacién de la angiogénesis y linfangiogénesis caracteristicas de este tipo de
neoplasia tan agresiva en la perra. Por otro lado, la expresiéon diferencial de
CADM1 y otras moléculas de adhesién en los tumores IMC, sugiere que estas
moléculas también podrian estar involucradas en el “fenotipo inflamatorio” en
el IMC. En resumen, estos resultados apoyan el valor del IMC canino como

modelo de estudio del IBC humano.
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2. Diseno experimental

Para poder determinar la posible expresién de E-caderina y CADM-1 en el IMC

canino y su posible papel en el “fenotipo inflamatorio”, en el presente estudio se

llevo6 a cabo:

Seleccion retrospectiva de tumores IMC caracterizados por la presencia
de émbolos tumorales en los vasos linfaticos de dermis superficial y
tumores no-IMC altamente malignos (grado III) con invasién
linfovascular y/o presencia de metastasis en linfon6dulos regionales.
Revision de las secciones tefiidas con H&E y modificacion del
diagnostico histopatolégico inicial en aquellos casos en los que fue
necesario; de acuerdo con la actual clasificacion internacional de
tumores mamarios caninos establecida (Zappulli et al., 2019), y
determinacion del grado histologico de malignidad de dichos tumores
mediante el uso del sistema destinado a determinar el grado histolégico
de malignidad de tumores mamarios caninos.

Evaluaciéon inmunohistoquimica (IHQ) de las moléculas de adhesion,
E-caderina y CADMLI, y los factores angiogénicos y linfangiogénicos;
VEGF-A, VEGF-D, VEGFR-3 y COX-2, tanto en los tumores IMC como
tumores no-IMC, y determinacion de la posible asociacién entre dichas
moléculas de adhesion con los factores angiogénicos y linfangiogénicos
anteriormente mencionados.

Analisis de la expresion de los genes de las moléculas de adhesion a
estudiar en ambos grupos (IMC y no-IMC) por medio del empleo de
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tecnologia microarray, y posterior validaciéon de dicha expresiéon por
medio del empleo de qRT-PCR.
Analisis estadistico de las diferentes variables categéricas y numéricas

estudiadas.
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studied by microarray analysis. In contrast with the protein overexpression, E-
cadherin gene (CDH1) was not up-regulated in IMC cases at a transcriptional
level although CADM1 was 7-fold upregulated. The overexpression of E-cadherin
protein in IMC suggests a possible role of E-cadherin in the characteristic
exacerbated angiogenesis and lymphangiogenesis and further support IMC as a
natural model for the study of human IBC. Future studies in IBC and IMC
including a broad panel of adhesion molecules are necessary to elucidate their

role in the metastatic process and angiogenesis.
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1. Introduction

Human inflammatory breast cancer (IBC) and its analogous disease in
dogs, canine inflammatory mammary cancer (IMC), are the most aggressive and
lethal types of mammary cancer. In the United States, IBC accounts for roughly
2.5% of all newly diagnosed breast cancers in women (Goldner et al., 2014;
Hance et al., 2005). In a study at the Complutense University of Madrid (Spain),
the reported prevalence of IMC among dogs with mammary gland tumors
(including dysplasias) was reported to be 7.6% (Pérez Alenza et al., 2001). Both
IBC and IMC have unique molecular, pathological, and clinical features.
Clinically, IBC (Dabi et al., 2017; van Uden et al., 2015; Woodward, 2015) and
IMC (Clemente et al.,, 2010a; Pefa et al., 2003; Pérez Alenza et al., 2001;

Raposo et al., 2017) have a fulminant clinical course with rapid onset and are
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Los tumores mamarios son las neoplasias mas frecuentes en perras no
castradas, y son conocidos por su gran heterogeneidad histomorfolégica,
caracterizada por una frecuente participacion de diferentes poblaciones
celulares, que incluyen componentes de origen epitelial, mioepitelial y
mesenquimatoso (Canadas et al.,, 2019). Aunque en los dultimos afios, la
investigaciéon ha contribuido enormemente a mejorar el conocimiento acerca de
su biologia celular, todavia existen tumores mamarios poco frecuentes que no se
conocen en profundidad y de los que apenas se dispone informacién, o la
informacion existente acerca de algunos de sus aspectos moleculares es aun
escasa. Esto representa un gran desafio, ya que dificulta enormemente la
realizacion de su correcto diagnoéstico y, por consiguiente, el establecimiento de
su prondstico. Asimismo, la falta de conocimiento acerca de los mecanismos
moleculares involucrados en su desarrollo y progresiéon impide el desarrollo de
agentes terapéuticos eficaces destinados a la lucha frente a dichos tipos de

tumores.

Por ello, en la presente Tesis Doctoral se han descrito 3 trabajos de
investigacion que pretenden contribuir a mejorar el conocimiento de aquellas
neoplasias mamarias en la especie canina que son poco prevalentes;
especialmente centrandose en los tumores mamarios caninos de células
tusiformes (CSCMT) y el cancer inflamatorio mamario (CI), y de los que atn se
dispone de escasa informacion acerca de muchos aspectos involucrados en su
biologia celular. En estos estudios, ademas de establecer y caracterizar a los

CSCMT por medio de su evaluaciéon histomorfolégica y la inmunoexpresion de
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marcadores de fenotipo tumoral especificos, también se ha analizado la
influencia de diferentes terapias anti-angiogénicas en la produccién in vitro e in
vivo de diversas hormonas esteroides y factores angiogénicos asi como, la posible
influencia de dichas hormonas esteroides en la angiogénesis tumoral y en las
modestas respuestas frente a estas terapias en el CI. Por altimo, dado que la
sobreexpresion de E-caderina es una caracteristica tinica del IBC respecto a otros
tumores mamarios malignos, y juega un importante papel en el “fenotipo
inflamatorio”, también se ha estudiado la expresion de diferentes moléculas de
adhesion (E-caderina y CADM1) en tumores IMC respecto a tumores no-IMC de
elevado grado de malignidad y su posible asociaciéon con dicho “fenotipo

inflamatorio”.

Como se ha mencionado a lo largo de la presente Tesis Doctoral, las
referencias disponibles acerca de los CSCMT son escasas. Debido a su baja
prevalencia, apenas se dispone de informacién acerca de cémo diferenciar los
diferentes subtipos histolégicos, y la informacién acerca de su comportamiento

biolégico es escasa o inexistente (Goldschmidt et al., 2011).

Por ello en el primer capitulo de esta Tesis, se ha determinado la
epidemiologia, caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, y de comportamiento
biolégico de los CSCMT, siendo éste, el primer estudio realizado acerca de este

tipo de neoplasias mamarias en la especie canina.

Debido a la baja prevalencia de este tipo de tumores, la realizaciéon de un

estudio retrospectivo estd mas que justificada (Webster et al., 2011); no obstante,
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esto ha supuesto ciertas limitaciones, ya que la informacién relativa a los datos
clinicos y de seguimiento de todos los pacientes incluidos en el estudio no pudo
obtenerse completamente. Por ello, con objeto de conseguir un ndamero
representativo de casos, se realizé un estudio multicéntrico donde se recopilaron
casos procedentes de 3 instituciones diferentes. Ademas, tan sé6lo se incluyeron
aquellos casos constituidos predominantemente por células neoplasicas de
morfologia fusiforme o alargada, excluyendo aquellos casos con un patrén
histolégico compatible con tumor mixto, condrosarcoma y osteosarcoma, y el

carcinoma y mioepitelioma maligno con evidente proliferacion epitelial.

La clasificacion histologica de los tumores mamarios en la mujer incluye
varios subtipos histolégicos de origen mesenquimatoso (Lokuhetty et al., 2019).
Al contrario de la sistematica establecida en Medicina Humana, dénde cualquier
tumor que aparece en la regién mamaria es considerando un tumor mamario
independientemente de su origen, en el presente estudio, tan sélo aquellas
neoplasias dénde se pudo demostrar el origen mamario fueron incluidas en el
estudio. De tal manera que, tras excluir todos los casos de origen no mamario o
aquellos de los que no se disponia de suficiente tejido para realizar tinciones
complementarias, como la IHQ, 67 tumores mamarios procedentes de 67 perras
fueron incluidos en el estudio, obteniéndose asi un namero de CSCMT malignos
fiable y suficiente. Ademas, 3 CSCMT fueron benignos, concretamente, dos
mioepiteliomas benignos y un angioma mamario, aunque estos no fueron

considerados en el estudio.
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Tras la realizacion de la IHQ de todos los CSCMT malignos incluidos,
nuestros resultados demostraron que el mioepitelioma maligno y el carcinoma y
mioepitelioma maligno son los subtipos histolédgicos mas frecuentes, y
sorprendentemente, ni el carcinoma de células fusiformes ni el carcinoma
escamoso-variedad fusiforme estan representados en esta serie de casos, por lo
que los autores consideramos que si estos subtipos histolégicos no han sido
identificados tras recopilar casos procedentes de 3 instituciones diferentes
durante un periodo de 16 afios, puede deberse a que su existencia sea anecdética
y cuestionable, y que exista la posibilidad de que alguno de estos casos hayan
sido diagnosticados como carcinomas (carcinoma de células fusiformes o
carcinoma escamoso-variedad fusiforme) exclusivamente en base a sus
caracteristicas histomorfoldgicas (secciones tefiidas con H&E) y sin haberse
realizado técnicas complementarias necesarias como la IHQ. De hecho, el
diagnostico inicial de carcinoma de células fusiformes establecido en base a las
caracteristicas histomorfolégicas (H&E), cambié a mioepitelioma maligno y

carcinoma y mioepitelioma maligno tras la realizaciéon de IHQ.

Otro resultado sorprendente, fue la baja prevalencia de fibrosarcomas
mamarios (n = 1) encontrada. De los 11 casos originalmente diagnosticados como
tibrosarcomas de acuerdo con sus caracteristicas histomorfolégicas (H&E), tras
la realizaciéon de la IHQ, su ntiimero se redujo a tan solo un tnico caso. Este
resultado contrasta con la literatura actual, que define al fibrosarcoma como el
subtipo de sarcoma mamario primario mas prevalente (Dolka et al., 2013),

representando més del 16,7 % de todos los tumores mamarios malignos y, ademas
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siendo considerado el subtipo histologico de peor prondstico (Hellmén et al.,
1993). Asimismo, contrariamente a lo establecido previamente, el tnico caso de
fibrosarcoma confirmado (1% de los casos) en este estudio, fue clasificado como
un tumor de grado III de malignidad de acuerdo con el grado de malignidad
histolégica para sarcomas y no presentdé metdstasis a distancia y/o en
linfonddulos regionales, lo que podria indicar un comportamiento biol6gico no
tan agresivo con se ha determinado hasta la fecha para este subtipo histolégico.
Desafortunadamente, no fue posible obtener informacién de seguimiento de este
caso a los dos afios tras la cirugia para confirmar dicha hipétesis. Sin embargo, al
contrario de la baja prevalencia obtenida para los fibrosarcomas, nuestros

resultados demostraron una gran frecuencia de hemangiosarcomas (n = 5/67,

7%).

Por otro lado, de acuerdo con las caracteristicas histomorfologicas
observadas por medio de H&E, inicialmente se identificaron 11 mioepiteliomas
malignos. No obstante, dado que las células neoplasicas presentaban un patréon
de crecimiento en forma de haces entrelazados o remolinos alrededor de una
estructura central (nervio o vaso sanguineo); disposicion tipica de los
PNST/PWT, estos tumores fueron ademas clasificados como tumores
compatibles con PNST/PWT por medio de H&E. Sin embargo, tras la realizacion
de la IHQ, finalmente fueron reclasificados como mioepitelioma maligno (n =5),
carcinoma y mioepitelioma maligno (n = 2), PNST (n = 2) y sarcoma

indiferenciado (n = 2).
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Considerando que, en la especie canina, los tumores de la vaina nerviosa
(PNST) son neoplasias que no solo ocurren en el sistema nervioso periférico, sino
que también se desarrollan en los tejidos blandos y en varios 6rganos (Suzuki et
al., 2014), este es el primer estudio donde por primera vez se describe la existencia
de PNST de origen mamario (n = 2). Ademas, ambos casos fueron tumores
malignos, aunque dependiendo del sistema empleado para determinar el grado
histologico de malignidad, su categorizacién fue diferente, siendo considerados
tumores de grado I y II de malignidad, de acuerdo con el grado de malignidad
para sarcomas, y de grado II de acuerdo con el grado de malignidad de tumores

mamarios.

Al contrario de lo que ocurre en la mujer, en Medicina Veterinaria, la
histogénesis de los PNST no ha sido complemente elucidada debido a las
similitudes clinicas e histomorfolégicas entre los diferentes subtipos que
conforman este grupo de neoplasias. Ademas, su nomenclatura es confusa, de
ahi que se continde llaméandoles genéricamente como PNST (Teixeira et al., 2016).
Concretamente, los PNST cutdneos son un grupo muy heterogéneo de neoplasias
que se originan a partir de las células de la cresta neural, como las células de
Schwann, las células perineurales o los fibroblastos. Estos tumores pueden tener
un comportamiento biolégico benigno o maligno y debido a que atn no se
dispone de un marcador especifico y sensible para su identificacién, su
diagnostico se realiza fundamentalmente en base a una combinacién de sus
caracteristicas histomorfol6gicas e inmunohistoquimicas (Teixeira et al., 2016). De

hecho, estas caracteristicas histomorfologicas son muy similares a las de los PWT,
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por lo que distinguir aquellos PNST de origen no nervioso de los PWT es dificil.
Si, ademas, a esto le sumamos que en Medicina Veterinaria tanto los PNST como
los PWT han sido siempre considerados sarcomas de tejidos blandos (del inglés,
Soft tissue sarcomas, STS); nomenclatura bajo la que se incluyen otros subtipos
histolégicos constituidos por células fusiformes, como el fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma, leiomiosarcoma, mixosarcoma y mesenquimoma maligno

(Suzuki et al., 2014), dicha diferenciacién atin resulta mas compleja.

De acuerdo con esto, y a pesar de emplear un panel de marcadores
inmunohistoquimicos para PNST/PWT (CD-31, miosina, SMA, S-100, GFAP) en
aquellos casos diagnosticados como posibles PNST/PWT a partir de sus
caracteristicas histomorfolégicas (H&E) finalmente no se identificé ningtin PWT
tras la IHQ. No obstante, a pesar de estos resultados, los autores consideramos
que es posible que existan PWT mamarios teniendo en cuenta que las
caracteristicas histopatolégicas observadas con H&E fueron compatibles con este

subtipo histolégico.

Finalmente, el diagnoéstico histopatolégico a partir de H&E cambi6 tras la
realizacion de la IHQ en 50 de los 67 casos (75%) incluidos en el estudio, de ahi
que como previamente se ha sugerido (Pena et al., 2014), la IHQ sea esencial a la
hora de establecer el fenotipo tumoral y, por tanto, realizar un correcto
diagnostico de este tipo de tumores. No obstante, de acuerdo con nuestros
resultados, la técnica Tricromico de Masson también podria ser de utilidad a la

hora de diferenciar el fibrosarcoma (de cualquier origen) del mioepitelioma
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maligno, representando asi una alternativa mas sencilla y barata a la IHQ en el

diagnostico rutinario de estos tumores.

Como ya se ha mencionado anteriormente, los subtipos histol6gicos mas
frecuentemente diagnosticados en este estudio fueron aquellos de origen
mioepitelial, como el mioepitelioma maligno y el carcinoma y mioepitelioma
maligno. Generalmente la proliferacion de las células mioepiteliales en los TMC
se ha asociado con un mejor prondstico, sin embargo, algunos autores postulan
que estas células pueden tener una doble funcién, actuando como supresores o
promotores tumorales (Sdnchez-Céspedes et al., 2016). Por tanto, de acuerdo con
esta teoria, las células mioepiteliales podrian tener un comportamiento diferente
dependiendo de su grado de diferenciacién; de tal manera que, las células
mioepiteliales diferenciadas podrian estar asociadas con un mejor pronodstico,
mientras que en los mioepiteliomas malignos, las células mioepiteliales
indiferenciadas podrian estar asociadas a un peor prondstico, favoreciendo asi la
progresion tumoral. En este estudio, tan solo dos mioepiteliomas malignos del
total de casos confirmados con IHQ (n = 2/56) mostraron un comportamiento

maligno, lo que sugiere que este tipo de neoplasias son poco agresivas.

Para llevar a cabo la identificaciéon de las células mioepiteliales, se ha
propuesto el empleo de varios marcadores IHQ; entre ellos, marcadores de
células basales como CK-14, marcadores de proteinas especificas de musculo liso
como SMA y marcadores especificos de células mioepiteliales como p63 y
calponina (Gama et al., 2003, Beha et al., 2012, Pefia et al., 2014, Yoshimura et al.,

2014, Sanchez-Céspedes et al., 2016), los cuéles pueden perderse gradualmente
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en las células mioepiteliales no basales. Ateniendo a esto, para asegurar una
correcta identificacion de estas células, es recomendable el uso de dos o mas
marcadores, ya que la negatividad a un solo marcador no debe considerarse
como excluyente. En nuestros casos, fue poco frecuente que los mioepiteliomas
malignos fueran positivos tanto a p63 como CK14, siendo mas frecuente que tan
solo expresaran uno de estos marcadores (P = 0,08), lo que indica que se tratan
de células mioepiteliales menos diferenciadas. Ademas, las diferencias
encontradas en la expresion de marcadores mioepiteliales en el mioepitelioma
maligno en respecto al carcinoma y mioepitelioma maligno, parecen indicar que
se tratan de dos subtipos histologicos realmente diferentes, incluso cuando la
proliferacion de las células epiteliales en el carcinoma y mioepitelioma maligno
es minima. Por lo tanto, teniendo en cuenta esto, y considerando ademas, que
ambos subtipos histologicos pueden diferir en su comportamiento maligno, es
extremadamente recomendable llevar a cabo la identificacion del carcinoma y

mioepitelioma maligno con minima proliferacion epitelial por medio de IHQ.

El diagnéstico rutinario de los tumores se realiza de acuerdo con el patrén
de diferenciacién, es decir, en funcién de la morfologia celular y la expresiéon
antigénica observadas, y el origen celular normalmente se especula. Como se ha
mencionado previamente, la mayor parte de los tumores de este estudio
presentaban proliferaciones mioepiteliales en las secciones tefiidas con H&E, que
posteriormente no fueron identificadas inmunohistoquimicamente con
marcadores mioepiteliales especificos. Ademas, también se identificaron otros

subtipos histologicos como el hemangiosarcoma, el PNST y el sarcoma
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indiferenciado, los cuales son considerados sarcomas y cuyo origen celular
puede estar localizado en el estroma mamario. Si consideramos que estudios
previos han determinado que las células mioepiteliales del tejido mamario tienen
propiedades de células madre (Sdnchez-Céspedes et al., 2016) y una cierta
plasticidad (Wensman et al., 2008), podria ser perfectamente valido que la
expresion de los marcadores inmunohistoquimicos de células mioepiteliales, asi
como las caracteristicas histolégicas, se pierdan a medida que las células
mioepiteliales se desdiferencian y por tanto, estos sarcomas mamarios tengan un
origen mioepitelial. No obstante, con objeto de confirmar o rebatir dicha
hipétesis, es necesario la realizacion de estudios futuros que empleen cultivos de
células mioepiteliales, aunque es digno de mencién que todos los
hemangiosarcomas del estudio fueron positivos a la calponina, marcador

especifico de células mioepiteliales.

Los sistemas empleados para determinar el grado de malignidad
histolégica son herramientas de prondstico muy dtiles, ya que facilitan la
interpretacion de los diagnésticos histopatolégicos complicados y, ademas
ofrecen criterios unificados para la evaluaciéon de estas neoplasias (Pena et al.,
2013). Por ello, con objeto de caracterizar este tipo de tumores, en el presente
estudio se emplearon dos sistemas diferentes; por un lado, el sistema para
sarcomas y, por otro lado, el sistema destinado a los tumores mamarios caninos.
En todos los casos incluidos en el estudio, dichos sistemas fueron aplicados antes
de la realizacion de la IHQ), de tal manera que, el sistema destinado a los sarcomas

se aplico en todos los casos incluidos en el estudio, mientras que el sistema de
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para tumores mamarios tan solo se usé6 en aquellos casos que de acuerdo con su
histomorfologia (H&E) fueron compatibles con mioepitelioma maligno o
carcinoma y mioepitelioma maligno. En base a nuestros resultados, ninguno de
los 2 sistemas pudo ser validado en términos de prondstico ya que todos los
CSCMT clasificados como tumores de grado Il y III de malignidad por ambos
sistemas, desarrollaron recurrencia y/o metastasis durante el periodo de
seguimiento. Lo deseable habria sido que tan sélo los CSCMT de grado III
hubieran demostrado dicho comportamiento maligno. Sin embargo, si podemos
indicar que el sistema para tumores mamarios caninos representé6 mucho mejor
el bajo grado de malignidad de estos tumores, ya que la mayor parte de los casos
fueron de grado II. Asimismo, todos los CSCMT malignos que tuvieron
afectacion ganglionar o metéstasis a distancia a la presentaciéon fueron
categorizados como tumores de grado III de malignidad por ambos sistemas. De
acuerdo con esto, los autores recomendamos que, en aquellos casos en los que se
realice la IHQ y se alcance un diagnoéstico definitivo, si el diagnéstico es de
sarcoma mamario, tan solo se emplee el sistema destinado a los sarcomas; por el
contrario, si el diagnéstico definitivo es de mioepitelioma maligno o carcinoma y
mioepitelioma maligno tan solo deberia emplear el sistema para tumores
mamarios, ya que la aplicacién de los criterios de un determinado sistema en
aquellos subtipos histolégicos donde no han sido validados previamente puede

ser inapropiado.

Por otro lado, nuestros resultados revelaron que, clinicamente, los CSCMT

son por lo general tumores solitarios, de gran tamafio, poco o nada agresivos y
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que raramente afectan a los linfonddulos regionales u originan metéstasis a
distancia. Ademas, el hecho de que la mayor parte de las perras no estuvieran
castradas, que algunos CSCMT malignos se desarrollaran simultdneamente con
otros tumores mamarios (29/67, 43%); asi como las asociaciones en términos de
crecimiento (tamafio) y comportamiento biolégico (benignidad y malignidad)
encontradas entre los CSCMT vy los otros tumores mamarios presentes en la
mama de un mismo paciente, podria indicar la existencia de una posible
influencia hormonal en el desarrollo de estas neoplasias. De hecho, en estudios
previos (Hellmén et al., 2000) realizados en lineas celulares derivadas de tumores
mamarios de células fusiformes, se ha determinado la presencia de receptores de
progesterona, aunque no la existencia de receptor de estrégenos, por ello, seria
deseable la realizacion futuros estudios donde se trate de determinar la posible

dependencia hormonal de este tipo de tumores.

Por otro lado, el céncer inflamatorio mamario humano (IBC) y canino
(IMC), también son entidades clinico-patolégicas poco frecuentes que se
caracterizan por ser altamente agresivas, de progresion extremadamente rapida
y con mecanismos carcinogénicos especificos, incluyendo una exacerbada
angiogénesis, linfangiogénesis y linfangiotropismo, que son poco conocidos
(Pérez Alenza et al., 2001, Pefia et al., 2003a, Robertson et al., 2010, Woodward,

2015).

El crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis dependen de la
angiogénesis, la cual durante los tultimos afios se ha convertido en una
importante diana terapéutica (Qian et al., 2016) frente a la cual se han
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desarrollado multitud de agentes terapéuticos. Sin embargo, el inevitable
desarrollo de resistencias frente a los mismos plantea la necesidad de identificar
cuales son los mecanismos involucrados en la misma. Teniendo en cuenta esto y
en base a la hipotesis planteada acerca de la posible influencia de las hormonas
esteroides en el proceso de angiogénesis, en el capitulo 2, se determiné el posible
efecto de diferentes terapias anti-angiogénicas en la produccion in vitro e in vivo
de hormonas esteroides y factores angiogénicos, asi como, el posible papel de

estas hormonas esteroides en la angiogénesis tumoral.

Comenzado con los resultados obtenidos en los ensayos in vitro, nuestro
estudio determiné que bevacizumab y celecoxib fueron los tnicos tratamientos
que redujeron la proliferacién celular como se ha determinado previamente para
otras lineas celulares (Basu et al., 2005, Emlet et al., 2007). Sin embargo, in vivo tan
solo bevacizumab redujo el crecimiento tumoral; siendo esta reduccién de
aproximadamente un 40%, al igual que lo descrito en estudios previos (Higgins
et al., 2007, Gui et al., 2018). Por tanto, nuestros resultados apoyan la idea de que
el bevacizumab puede ser una buena estrategia terapéutica en combinacioén con

otras terapias en el tratamiento del IBC e IMC.

El complejo microambiente de los tumores sélidos implica que las células
tumorales reciben sefiales procedentes de multiples fuentes y, a la inversa, estas
también envian sefiales que influyen en la funcién de las células vecinas. No
obstante, aparte de estos mecanismos de sefializacién paracrina, las células
tumorales también son capaces de adquirir un cierto grado de autosuficiencia

por medio de la producciéon de vias de sefializacién autocrina que favorecen
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funciones clave de crecimiento, invasiéon y supervivencia celular (Hanahan y

Weinberg, 2011).

Si tenemos en cuenta lo anteriormente mencionado y nos centramos en los
resultados obtenidos tras la realizacion de los ensayos in vitro, estos demostraron
que, las concentraciones de P4 secretadas al medio disminuyeron tras la adicion
de los diferentes tratamientos anti-angiogénicos (SU5416, bevacizumab y
celecoxib), mientras que la adicion de VEGF no alter6 la secreciéon de esta
hormona. Aunque el papel de la P4 en la angiogénesis tumoral atin no ha sido
completamente elucidado, existen algunos estudios donde se ha establecido que
esta hormona puede estar involucrada en el proceso de angiogénesis al inducir
la producciéon de VEGF (Wu et al., 2004, Hyder, 2006, Botelho et al., 2015).
Nuestros resultados coinciden con los resultados observados en dichos estudios,
ya que tras la inhibicion del VEGF por acciéon del bevacizumab, las
concentraciones de P4 también disminuyeron, lo que podria indicar que las
células estan empleando la P4 producida para tratar de inducir la produccién de
VEGEF vy asi sobrevivir. Ademas, estos resultados también sugieren que, a la
inversa, el VEGF no promueve la produccién de P4, ya que no se observaron
cambios significativos en la secrecién de esta hormona tras la adicién de VEGEF,
respaldando asi la idea de que la P4 es un factor determinante en la produccion

de VEGF y la proliferacion celular.

Aunque tras la adicion de los diferentes tratamientos anti-angiogénicos la
proliferacion celular disminuy6 en ambas lineas, tanto las concentraciones de T

como de E2 aumentaron en los grupos de tratamiento respecto al grupo control,

230



Discusion
por lo que no es posible descartar la posibilidad de que estos tratamientos no
sean capaces de suprimir la actividad de la enzima aromatasa, como se ha
demostrado para otros farmacos; como los inhibidores selectivos de RTK,

(Banerjee et al., 2009), y por ello, las células sean capaces de seguir sintetizando

estrogenos, los cuales estan involucrados en la proliferacién celular.

Aunque inicialmente el VEGF fue descrito como un importante factor pro-
angiogénico, evidencias cientificas recientes han determinado que este factor
tiene funciones adicionales. Concretamente, varios estudios han establecido que
este factor promueve la supervivencia celular al estimular una sefializacién
autocrina de supervivencia en respuesta a estimulos extracelulares (Bachelder et
al., 2001, Harmey y Bouchier-Hayes, 2002, Bates et al., 2003), ademas de contribuir
a la migracion tumoral y la progresion hacia gradientes quimio-atrayentes (Bates
et al., 2003). En nuestro estudio, las concentraciones secretadas de VEGF-A
disminuyeron significativamente tras la adicién de VEGF al medio de cultivo;
por el contrario, estas concentraciones fueron significativamente mayores tras la
adicion de bevacizumab. Esto sugiere que, en presencia de elevadas
concentraciones extracelulares de VEGF-A, las células tumorales no secretan
VEGEF-A de forma autocrina, y en cambio, emplean el VEGF-A extracelular para
proliferar y sobrevivir. Sin embargo, las elevadas concentraciones de VEGF-A
encontradas tras el tratamiento con bevacizumab, unido a las elevadas
concentraciones de E2, podrian corresponderse con una secrecién autocrina de
este factor angiogénico por parte de las células tumorales bajo la influencia de E2,

y en cierta medida, este VEGF-A secretado al medio, podria estar actuando como
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un factor de supervivencia con objeto de contrarrestar el efecto del bevacizumab.
Esto podria explicar que, aquellas terapias en las que el bevacizumab se emplea

como dnico agente terapéutico no obtengan resultados satisfactorios (Sasich y

Sukkari, 2012).

Otro resultado obtenido en los ensayos in vitro digno de mencién, fueron
las elevadas concentraciones de IL-8 encontradas tras el tratamiento con
bevacizumab. Recientemente, se ha demostrado que la angiogénesis tumoral es
un proceso que esta estrechamente regulado por la accién local de otros factores
angiogénicos, ademds de los diferentes miembros de la familia del VEGF. Uno
de esos factores es IL-8, interleucina reconocida como un promotor de la
progresion tumoral por medio de la induccién del proceso EMT (Al-Khalaf et al.,
2019); y un potente factor angiogénico, al favorecer la expresion de VEGF en las
células endoteliales e inducir la proliferacién y supervivencia de estas tras la
unién a sus receptores especificos (Todorovi¢-Rakovi¢ y Milovanovi¢, 2013,
Yehya et al.,, 2018). Teniendo en cuenta estas observaciones, las elevadas
concentraciones de IL-8 tras el tratamiento con bevacizumab encontradas en este
estudio, podrian estar ejerciendo una posible influencia en la secreciéon de VEGF-

A por parte de las células tumorales.

Por tanto, considerando todos estos hallazgos in vitro de manera conjunta,
nuestro estudio sugiere que la secrecién in vitro de VEGF-A por parte de las
células neoplasicas podria esta estrechamente regulada por la acciéon de P4, E2 e

IL-8.
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Durante las tltimas décadas, la realizacion del ensayo de formacion de

tubos mediante el uso de Matrigel, ha sido extensamente empleada con objeto de
demostrar in vitro la capacidad angiogénica de las células endoteliales. Sin
embargo, recientemente, este ensayo no solo se ha limitado a probar el
comportamiento vascular de las células endoteliales, sino también la capacidad
de las células tumorales de desarrollar un fenotipo vascular (Francescone et al.,
2011). Esta es la primera vez en la que se ha determinado que las lineas celulares
de cancer mamario inflamatorio, SUM149 e IPC-366, son capaces por si mismas
de formar estructuras de tipo vascular en condiciones in vitro, demostrandose asi,
su potencial angiogénico y su caracter agresivo. Ademds, por medio de este
ensayo, hemos demostrado que las diferentes terapias anti-angiogénicas
estudiadas no inhiben completamente la formacién in vitro de estas estructuras
como era de esperar, lo sugiere que la formacion de estas es un proceso complejo
donde no solo estan involucrados factores angiogénicos, sino que otros posibles
factores no estudiados tan en profundidad hasta la fecha, podrian ejercer una
cierta influencia. De hecho, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que las
hormonas esteroides también estdn intimamente involucradas en la angiogénesis
como previamente han descrito otros autores (Lansink et al, 1998).
Concretamente, tras la realizacion de este ensayo, las concentraciones de los
andrégenos (DHEA y DHT) en el medio de cultivo de ambas lineas celulares
disminuyeron significativamente tras la adicién de VEGF, mientras que, tras el
tratamiento con bevacizumab, dichas concentraciones fueron similares a las de

los grupos control. Estudios previos han demostrado que la adiciéon de
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andrégenos al medio de cultivo de lineas celulares tumorales favorece la
formacién in vitro de estructuras de tipo vascular (Liu et al., 2017), por lo que las
bajas concentraciones de DHEA y DHT encontrados en nuestro estudio, sugieren

que estos andrégenos podrian estar siendo consumidos por las células

neoplasicas y, en parte, empleados en la formacién in vitro de estas estructuras.

Contrariamente a lo establecido previamente por otros autores (Basu et al.,
2005) acerca de la capacidad del celecoxib de inhibir la formaciéon in vitro de
estructuras de tipo vascular en diferentes lineas celulares de cancer mamario,
nuestros resultados revelaron que este agente no inhibe la formacién de estas
estructuras y estas son, ademas, morfoldgicamente diferentes a las del grupo
control. Asimismo, nuestros resultados mostraron que, tras la adiciéon de dicho
tratamiento, los niveles de VEGF-C aumentaron, mientras que las
concentraciones de VEGF-D estaban significativamente disminuidas. En
conjunto, todos estos resultados parecen indicar que el tratamiento con celecoxib
puede promover el proceso de linfangiogénesis a través de la induccién de
VEGEF-C y el consumo de VEGF-D; ambos considerados importantes factores

linfangiogénicos (Stacker y Achen, 2018).

También ser observé una disminucién significativa de las concentraciones
de VEGEF-D tras el tratamiento con SU5416. Si tenemos en cuenta que este agente
se desarrolld6 como un prometedor inhibidor sintético selectivo del receptor
VEGFR-2/Flk-1 (Haddad, 2012), y que VEGF-D es un ligando no sélo del
receptor VEGFR-2/Flk-1 sino también de VEGFR-3/Flk-4 (Sullivan y Brekken,

2010), nuestros resultados sugieren que las bajas concentraciones de VEGEF-D tras
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este tratamiento, se deben posiblemente a que todo el VEGF-D secretado por las

células esta unido al receptor VEGFR-3/Flk-4 ya que el receptor VEGFR-2/Flk-1

esta siendo inhibido por SU5416.

Como ya hemos indicado previamente, las hormonas esteroides, y
especialmente, los estrogenos, estan estrechamente involucrados en la
carcinogénesis mamaria y, ademds, evidencias recientes sugieren que la
angiogénesis tumoral puede estar regulada por dichas hormonas (Yager y
Davidson, 2006, Botelho et al., 2015). Al contrario de lo que ocurre con los
estrogenos, el papel de los andrégenos en el cancer de mama atin no esta claro,
existiendo dos claras vertientes acerca del efecto de estos en el riesgo de
desarrollo de cancer mamario. Mientras que algunos estudios han determinado
que, elevadas concentraciones urinarias de T en mujeres postmenopdusicas estan
asociadas con peores resultados y mayores tasas de progresion (Venturelli et al.,
2018), otros estudios han determinado que los andrégenos ejercen efectos
antiproliferativos y antiapoptéticos (Somboonporn y Davis, 2004, von Schoultz,
2007), e incluso, recientemente, se ha postulado que elevados niveles de T estan
asociados con un menor porcentaje de metdstasis en ratones xenotransplantados
con lineas celulares de cancer inflamatorio mamario humano y canino (SUM149

e [PC-366) (Caceres et al., 2016).

En este estudio hemos encontrado varias diferencias en cuanto a las
concentraciones intratumorales de andrégenos tras la inoculaciéon de los
diferentes tratamientos anti-angiogénicos estudiados y su posible implicacién en

el crecimiento tumoral y desarrollo de metastasis en 6rganos distantes.
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Especificamente, los resultados demostraron que tras la inoculacién de
bevacizumab y celecoxib, tan solo las concentraciones intratumorales de T
aumentaron respecto a las del grupo control. Ademaés, en ambos tratamientos la
tasa de crecimiento tumoral y la presencia de metastasis fueron
significativamente mas bajas respecto a los grupos control. Considerando
conjuntamente estos resultados, estos datos sugieren que las elevadas
concentraciones intratumorales de T, en presencia de bajas concentraciones de
estrogenos, pueden estar involucradas en la inhibicién del crecimiento tumoral y
el desarrollo de metastasis en estos dos tratamientos. Por otro lado, aunque los
niveles intratumorales de T tras la inoculacién de SU5416, también estaban
elevados en los homogeneizados tumorales, en términos de crecimiento tumoral
y metéstasis dicho tratamiento mostré un efecto opuesto, ya que no inhibié el
crecimiento tumoral ni la presencia de metastasis. Una posible explicacién a estas
diferencias encontradas entre los distintos tratamientos podria estar relacionada
con las elevadas concentraciones intratumorales de E15O4 encontradas. Estudios
previos han determinado que el E1SO4 puede actuar con un importante
reservorio de estrégenos para las células neoplasicas y, por tanto, promover la
progresion tumoral (Caceres et al., 2018). Ademas, algunos autores han asociado
la expresion de E1SO4 con la presencia de metastasis en linfonddulos regionales
y con tasas de recaida en la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con
cancer de mama (Kristensen y Borresen-Dale, 2000). Por ello, estas elevadas

concentraciones de E1SO4 encontradas, podrian estar involucradas en la
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promocion de la progresion tumoral y la aparicion de metéstasis tras dicho

tratamiento.

Aunque en los tltimos anos, la terapia con celecoxib ha atraido mucha
atencion por sus propiedades anti-tumorales, y especialmente por sus
propiedades anti-angiogénicas al inhibir la produccion de VEGF inducida por la
accion de la prostaglandina E2, y por consiguiente, reducir la densidad
microvascular, la formacién de estructuras de tipo vascular in vitro y los niveles
séricos de VEGF, varios estudios han sugerido que este agente puede tener
efectos contradictorios en la respuesta tumoral y la angiogénesis (Eibl et al., 2005,
Xu et al., 2011). Especificamente, Ueno y colaboradores (2006) encontraron que
pacientes con cancer de mama tratados con celecoxib, tenian elevadas
concentraciones circulantes de VEGF. Los resultados del presente esudio
coinciden con los anteriormente menncionados, ya que las concentraciones de
VEGF en los homogeneizados tumorales de los ratones xenotransplantados

aumentaron tras el tratamiento con celecoxib.

Por otro lado, también se ha demostrado previamente que los anti-
inflamatorios no esteroideos como celecoxib, reducen el riesgo de desarrollo de
cancer mamario, al suprimir la expresiéon de citocinas pro-inflamatorias, como
IL-8, por parte de las células tumorales (Chen et al., 2003). Sin embargo, al
contrario de lo establecido anteriormente, en este estudio las concentraciones
intratumorales de IL-8 en los ratones xenotransplantados aumentaron tras el
tratamiento con celecoxib. Dado que en varias formas de cancer se ha demostrado

que VEGEF y e IL-8 estdn interconectados, es decir, la sobrexpresion de VEGF
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induce la expresiéon de IL-8 y viceversa, no es posible descartar la posibilidad de

que la IL-8 pueda estar promoviendo la accién de VEGEF tras este tratamiento y

por ello no se observase una disminucién la progresiéon tumoral.

Tras comparar los resultados de las concentraciones de hormonas
esteroides y factores angiogénicos tras la inoculaciéon de VEGF y bevacizumab,
estos demostraron que las concentraciones intratumorales de E2 y VEGF parecen
estar positivamente asociadas, ya que ambas estaban significativamente
aumentadas en los ratones xenotransplantados tratados con VEGF, y
disminuidas en aquellos tratados con bevacizumab. Estos resultados coinciden
con estudios previos que apoyan el papel del estradiol como un potente
regulador de la expresion de VEGEF en el tejido mamario normal y en diferentes
lineas celulares de cancer mamario (Zhang et al., 2000, Garvin et al., 2005, Gupta

y Kuperwasser, 2006).

Por otro lado, las concentraciones séricas de VEGF y E2, las cudles han sido
propuestas por algunos autores como un reflejo de las concentraciones
intratumorales (Dabrosin et al., 2003), no se asociaron con las concentraciones de
los homogeneizados tumorales, siendo estas tltimas mayores que los niveles
séricos. Esto sugiere que, tanto las hormonas como los diferentes factores
angiogénicos involucrados en la angiogénesis, son producidos localmente en los
tejidos donde acttian y tan s6lo una pequefia proporcién de estos es liberada al
torrente sanguineo, reflejando, por tanto, una pequefia proporcion de los niveles

intratumorales.
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Considerando esta informacion, la medicién de los diferentes reguladores

del desarrollo tumoral, tales como VEGF-A y E2, localmente en el tumor, podria
ser més adecuado para determinar la cantidad total de las proteinas bioactivas
extracelulares liberadas por el tumor. Hoy en dia, el cancer mamario es
diagnosticado por medio del estudio histopatolégico a partir de biopsias,
mamografia y la expresiéon de diferentes genes. Sin embargo, los niveles de
expresion de dichos genes, asi como de las proteinas intracelulares no siempre
son indicativos de la cantidad de proteinas extracelulares bioldgicamente activas,
y por lo tanto, los pacientes con cancer de mama pueden estar recibiendo un
tratamiento inadecuado. Por ello, los autores consideramos que la determinacion
de los diferentes reguladores (e.g. hormonas esteroides) involucrados en el
desarrollo tumoral en el compartimento donde son biolégicamente activos,
mejoraria sustancialmente el conocimiento de las caracteristicas del tumor y
proporcionaria un perfil hormonal detallado antes del tratamiento para predecir
la sensibilidad hormonal de dicho tumor, por lo que se podrian conseguir

tratamientos individualizados méas adecuados.

Continuando con el estudio de diversos aspectos atn desconocidos de la
biologia del IMC en la especie canina, en el capitulo 3 de la presente Tesis
Doctoral se describen los resultados obtenidos respecto a la expresion de diversas
moléculas de adhesién en dicha neoplasia mamaria y su posible influencia en el

“fenotipo inflamatorio”.

El cancer inflamatorio mamario humano (IBC) y canino (IMC) son

neoplasias mamarias comparables ya que comparten numerosas caracteristicas.
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Ademas de la exacerbada angiogénesis, lingangiogénesis y linfangiotropismo
caracteristicos de ambos tumores, también existen otros mecanismos
carcinogénicos que son especificos de este tipo especial de neoplasia.
Especificamente, una sobreexpresiéon de E-cad, también ha sido identificada
como una de estas caracteristicas tinicas en el IBC, ya que contrariamente a lo que
ocurre en otros tumores mamarios altamente malignos, en el IBC las células

neoplasicas sobreexpresan E-cad (Kleer ef al., 2001).

Dado que esta es la primera vez que la expresion de E-cad y otras
moléculas de adhesion es evaluada en el IMC, este estudio proporciona una
nueva vision acerca del papel de E-cad en la patogénesis y/ o progresion del IMC,
al demostrar, que su sobreexpresion es una caracteristica especifica del “fenotipo
inflamatorio” en el IMC canino, de la misma manera que ocurre en el IBC
(Alpaugh et al., 1999, Kleer et al., 2000, Colpaert et al., 2003, Hoffmeyer et al., 2005,

Ye et al., 2010)

Contrariamente, una menor expresion de E-cad ha sido descrita
previamente en carcinomas mamarios no-IMC de grado III, donde dicha
expresion se ha asociado con una menor diferenciacién, una gran capacidad
invasiva, un elevado indice de proliferacién, la presencia de metastasis en
linfonédulos regionales y un mal pronéstico (Matos et al., 2006, Gama et al.,
2008b). Resultados similares han sido descritos en el caAncer mamario humano,
donde una pérdida parcial o total de expresiéon de E-cad se ha correlacionado con
una pérdida de diferenciacién, la adquisicién de capacidad invasiva y un mal
pronodstico. (Berx y Van Roy, 2001). En los taltimos afios, un nuevo concepto
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denominado plasticidad epitelio-mesenquimatosa, sugiere que el fenémeno de
transicion epitelio-mesenquimatosa (EMT) no es un “interruptor de
encendido/apagado”, sino que se trata de un proceso constituido por cambios
dindmicos entre los fenotipos epitelial y mesenquimatoso que proporcionan una
mayor plasticidad para el desarrollo de metastasis (Nieto et al., 2016, Simeone et
al., 2019, Williams et al., 2019, Sun y Yang, 2020). Teniendo en cuenta esto y los
resultados de estudios previos (Kleer et al., 2000), la pérdida de expresion de E-
cad podria ser un fenémeno transitorio que permite que las células neoplasicas
invadan los vasos sanguineos y tejidos circundantes y una vez en la circulacién,
estas células podrian re-expresar E-cad, favoreciendo asi la unién intracelular de
las células neoplasicas y, por tanto, la formacién de grupos compactos de células
neoplasicas o émbolos tumorales, los cudles son extremadamente eficientes en la
diseminacion metastdsica y extremadamente resistentes a la quimioterapia y

radioterapia (Ye et al., 2010, Rodriguez et al., 2012).

En todos los tumores IMC incluidos en el estudio, la sobreexpresion de E-
caderina no solo se observo en las células neoplésicas primarias, sino también en
las células epiteliales invasivas con caracteristicas mesenquimales (transicion
eptelio-mesenquimatosa) y en las células de los émbolos linfaticos. Esta
expresion también ha sido descrita en las células de los émbolos linfaticos en el

IBC (Kleer et al., 2000, Ye et al., 2010).

La expresion citoplasmatica de E-cad encontrada en la mayor parte de los
tumores IMC y algunos no-IMC de grado III del presente estudio, ha sido

previamente descrita en tumores mamarios malignos caninos (Brunetti et al.,
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2003, Dias Pereira y Gértner, 2003, Sarli et al., 2004, Gama et al., 2008b, Raposo-
Ferreira et al., 2018) y en tumores mamarios felinos (Dias Pereira y Gartner, 2003).
Sin embargo, hasta la fecha, el significado de estd inmunotincién aberrante se
desconoce, planteandose varias hipoétesis al respecto: podria deberse a un fallo
en la translocacién o anclaje de E-cad a la membrana celular, o bien podria ser
resultado de un defecto funcional de la cola citoplasmatica de E-cad, de tal
manera, que esta no puede establecer uniones con las cateninas intracelulares
para formar el llamado complejo E-cad-catenina, resultando, por tanto, en una

imposibilidad de formar uniones intercelulares (Restucci et al., 1997, Sarli et al.,

2004).

Con el fin de comparar la relacion de E-cad con el comportamiento
invasivo y metastasico, este estudio se limit6 a la evaluacion de tumores IMC y
tumores no-IMC de elevado grado de malignidad histolégica (grado III). Esta
seleccion de casos hace que este estudio sea tinico, y no pueda ser completamente
comparable con estudios previos, donde tumores benignos y tumores no

invasivos/metastasicos de baja malignidad han sido incluidos (Restucci et al.,

1997, Reis et al., 2003, Sarli et al., 2004, Matos et al., 2006).

En este estudio, la E-cad estaba significativamente sobreexpresada en los
carcinomas rico en lipidos, comedocarcinomas, carcinomas sélidos y carcinomas
tabulo-papilares. Sin embargo, en comparacién, estudios previos han
determinado una mayor expresion de esta molécula en los carcinomas tabulo-
papilares y una menor expresién en los carcinomas sélidos (Restucci et al., 1997,

Reis et al., 2003, Matos et al., 2006). Estas discrepancias entre los estudios pueden
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explicarse por el hecho de que la mayor parte de los casos de nuestro estudio con
marcada sobreexpresion de E-cad fueron IMC, asi como por el empleo de
sistemas de clasificacién histolégica previos donde subtipos histolégicos, como
el carcinoma rico en lipidos y el comedocarcinoma, no estaban incluidos, y los

cuales como posteriormente se ha demostrado (Pefia et al., 2003a), son mas

prevalentes en el IMC.

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que la expresion
citoplasmatica de E-cad estaba significativamente asociada con la expresién de
COX-2, VEGF-A y VEGF-D en los tumores IMC, pero no en los tumores no-IMC.
Estos factores también estan sobreexpresados y se sabe que participan en la
exacerbada angiogénesis y linfangiogénesis en el IBC (Kleer et al., 2000, Van der
Auwera et al., 2004, Wang et al., 2020) e IMC (Clemente et al., 2013). Por tanto,
estos resultados apoyan lo establecido en estudios previos donde se indica la
existencia de mecanismos angiogénicos diferentes en el IBC (Colpaert et al., 2003,
Wang et al., 2020) e IMC (Clemente et al., 2013), ademas de un posible papel de la
E-cad en la angiogénesis y linfangiogénesis. De hecho, estudios realizados en la
tibrosis oral submucosa; lesién premaligna del carcinoma escamoso oral, el
cancer colorectal metastasico, y varias lineas celulares de cancer mamario
humano (Ma et al., 2010, Anura et al.,, 2014, Bendardaf et al., 2019), han
demostrado que la E-cad regula la expresion de VEGEF-A, promoviendo la
angiogénesis tumoral a través de una cascada de sefializacién que conecta la E-
cad con genes angiogénicos diana a través de la B-catenina (Zhang et al., 2001,

Easwaran et al., 2003). En el caso del VEGF-D, aunque no existen estudios previos
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que hayan establecido una asociaciéon positiva entre E-cad y VEGE-D, su
existencia en los tumores IMC de este estudio, sugiere que la E-cad podria estar

involucrada también en la caracteristica linfangiogénesis del IMC a través del

VEGEF-D.

En cuanto a la asociaciéon encontrada entre la expresion de E-cad y COX-
2, previamente se ha determinado que, en varias lineas celulares de céncer
mamario (MCF-7 y MDA-MD-231) (Bocca et al., 2014) y en otros tumores no
inflamatorios, como el cancer de pulmoén, proéstata, glandula tiroides y
carcinomas orales (Dohadwala et al., 2006, Rao et al., 2006, Erdem et al., 2011,
Santoro et al., 2020), la COX-2 participa en la invasién y metéstasis tumoral al
disminuir la expresiéon de E-cad. Sin embargo, en el grupo de tumores IMC de
este estudio, la correlacién positiva entre la expresion de COX-2 y E-cad
encontrada, refuerza la idea de que en el IMC existen mecanismos desconocidos
tnicos implicados en la agresividad y capacidad invasiva del IMC. Esto supone
la necesidad de realizar estudios futuros que permitan determinar el papel

colaborativo de COX-2 y E-cad en el caracteristico “fenotipo inflamatorio” en el

IBC e IMC.

En cuanto al estudio transcripcional, éste demostré que no se produjo una
mayor transcripcion del gen de E-cad (CDH1) en los tumores IMC respecto a los
tumores no-IMC; resultados similares han sido descritos en el caso de IBC (Ye et
al., 2010). Esto sugiere que la sobreexpresion de E-cad podria en parte deberse a
mecanismos post-transducciones que involucran a proteinas clave en la

regulacion del trafico endosémico de esta molécula de adhesion (Ye et al., 2010).
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En las tltimas décadas, se ha planteado la importancia del tréfico intracelular de
E-cad como un mecanismo para regular las funciones de esta molécula, siendo
transportada desde y hacia la superficie celular por vias exociticas y endociticas
multiples (Bryant y Stow, 2004). Por lo tanto, alternativamente la acumulacion

citoplasmatica de E-cad podria deberse a una menor degradacién lisosomal de la

misma.

El trafico endosémico de E-cad representa un mecanismo celular que
puede afectar a la estabilidad de las uniones adherentes. En condiciones
normales este proceso regulador del recambio (turnover) de E-cad, es responsable
de mantener la dindmica de las monocapas epiteliales mediante la accion de
numerosas moléculas y mecanismos endociticos que determinan el destino de la
E-cad internalizada; en otras palabras, son responsables de determinar si la E-cad
internalizada es devuelta a la membrana plasmatica a través de los endosomas
de reciclaje para forman nuevas uniones celulares, o bien si es degradada en los
lisosomas (Briiser y Bogdan, 2017). Sin embargo, durante la EMT, donde se
produce una pérdida de la funcién de la E-Cad, y por tanto del fenotipo epitelial,
y la adquisicion de un fenotipo mesenquimatoso y moévil, este trafico endosémico
estd marcadamente aumentado, postuldndose ademas, que el aumento de la
degradacion lisosomal de E-cad es el mecanismo responsable de asegurar que las
células no forman de nuevo sus uniones intercelulares y permanecen méviles. De
hecho, para que dicha degradacién lisosomal y la consiguiente pérdida de
expresion de E-cad tenga lugar durante la EMT, es necesario que una serie de

mecanismos de sefializaciéon, como la ubiquitinacién de E-cad y su transporte a
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través de la via endocitica desde los endosomas tempranos a los endosomas

tardios y lisosomas, tenga lugar (Fujita et al., 2002, Palacios et al., 2005).

En este estudio, varios miembros de la familia de proteinas RAB
presentaron niveles de expresion alterados; concretamente los niveles de
expresion de RAB7a, RAB13 y RAB 31 fueron més altos mientras que otros, como
geraniltransferasa y MYRIP, tuvieron menores niveles de expresion en los
tumores IMC respecto a los no-IMC. Teniendo en cuenta que la familia de
proteinas RAB regula el transporte de proteinas a lo largo de las vias endociticas
y exociticas en todos los tipos celulares, nuestros resultados sugieren la
posibilidad de que exista un mecanismo de transporte vesicular de E-cad y otras
proteinas de adhesion diferente en el IMC respecto al no-IMC. En el caso del IBC,
se ha determinado que alguno de estos reguladores del transporte endocitico;
como RAB7 entre otros, presentan menores niveles de expresion en el IBC, y esto
puede estar relacionado con una menor degradacion lisosomal de E-cad y por
tanto, con su sobreexpresion (Ye et al, 2010). Sin embargo, los autores
consideramos que es necesario realizar més estudios donde se determine la
expresion molecular de E-cad y los mecanismos de tréfico intracelulares tanto en

IBC como IMC.

En cuanto a CADM]1, los resultados demostraron que, tanto la
transcripcion del gen como la expresion de la proteina fueron mayores en los
tumores IMC respecto a los tumores no-IMC, ademas de observarse una
inmunotincién citoplasmética en ambos grupos (IMC y no-IMC). De forma

similar a lo que ocurre con E-cad, una pérdida de la expresion de CADM1 en el
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cancer mamario se ha correlacionado con la invasién local y linfovascular, la
promocioén de la capacidad metastasica de las células tumorales y un mal
pronostico (Takahashi et al., 2012, Wikman et al., 2014, Saito et al., 2018). Por lo
tanto, esta sobreexpresion encontrada en los tumores IMC, sugiere que la

expresion de CADM1 podria ser parte del “fenotipo inflamatorio” en el IMC. En

el caso del IBC su expresion no ha sido estudiada.

En este estudio otras dos moléculas de adhesion, ICAM2 (del inglés,
Intracellular cell adhesion molecule) y NrCAM (del inglés, Neuronal cell adhesion
molecule), glicoproteinas transmembrana miembros de la familia de Igs, también
se encontraron diferencialmente expresadas a nivel transcripcional;
concretamente, en el caso de ICAM2 su expresion fue 2 veces menor en el IMC
en comparacion con el no-IMC, mientras que los niveles de expresion de NrCAM

fueron 13 veces mas altos en IMC.

Existen muy poca informacién acerca del papel de estas dos moléculas en
el cancer de mama. Concretamente, ICAM2, esta fundamentalmente expresada
en las células endoteliales, plaquetas, y linfocitos y juega un papel fundamental
en la recirculacion y tréafico linfocitico en la respuesta inmune antigénica, asi
como en otras interacciones celulares importantes en la inmunovigilancia y
respuesta inmunitaria (Sasaki et al., 2016). Varios estudios han determinado que
funciona como un supresor tumoral (Sasaki et al., 2016). Especificamente, se ha
demostrado que en la carcinogénesis pancredtica temprana, estd molécula facilita
una respuesta inmunitaria antitumoral, al inducir la infiltraciéon de células

mieloides dendriticas (del inglés, Dendritic cells, DCs) y con ello promover la
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susceptibilidad de las células tumorales a la citdlisis mediada por linfocitos T
citotéxicos (Hiraoka et al., 2011). Ademas, estudios in vitro e in vivo, han indicado
que su interaccion con varias proteinas de citoesqueleto como a-actina
disminuye la capacidad metastasica de las células tumorales de neuroblastoma
(Feduska et al., 2013, Feduska et al., 2015). Finalmente, niveles bajos de expresiéon
de la misma se han relacionado con la progresiéon y metéstasis de neuroblastoma
(Yoon et al., 2008) y con la migraciéon y capacidad invasiva de las células

tumorales (Sasaki et al., 2016).

En cuanto a NrCAM, esta glicoproteina inicialmente fue descubierta y
ampliamente estudiada en el sistema nervioso central y periférico, donde tiene
un papel en la guia y crecimiento axonal (Grumet et al., 1991). Posteriormente su
expresion ha sido identificada en varios tumores, como tumores de cerebro
(Sehgal et al., 1998), pancreas (Dhodapkar et al., 2001), prostata (Tsourlakis et al.,
2013), colon y recto (Chan et al., 2011) y el tumor papilar tiroideo (Zhang et al.,
2019). Ademas, se ha sugerido un posible papel en la formacién de capilares de
tipo vascular y la angiogénesis (Aitkenhead et al., 2002) y un estudio in vitro, ha
demostrado que el gen de NrCAM se encuentra sobreexpresado en tumores RE+

pero no en tumores RE- (Yu et al., 2017).

Por tanto, el escaso nimero de estudios sobre estas ultimas moléculas
supone la necesidad de realizar mas estudios centrados en el posible papel de

estas tanto en el IBC e IMC, como en el cancer de mama en general.
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En conclusién, los hallazgos obtenidos en la presente Tesis Doctoral
esclarecen numerosos aspectos hasta la fecha desconocidos acerca de tumores
mamarios caninos poco prevalentes, al determinar el comportamiento biolégico
de los CSCMT y aportar informacién de utilidad para anatomopatologos y
clinicos para su correcto diagnostico. Asimismo, abre nuevas incégnitas y ofrece
la posibilidad de realizar futuras investigaciones necesarias para continuar con
el estudio de los mecanismos involucrados en la biologia celular del CI tanto en
la especie canina como en la mujer, al establecer la posible influencia de las
hormonas esteroides en la exacerbada angiogénesis caracteristica del CI y al
determinar el papel de diversas moléculas de adhesién en el “fenotipo
inflamatorio” y posiblemente en la angiogénesis y linfangiogénesis tumoral.
Asimismo, apoyan el valor del IMC canino como un buen modelo de estudio de

la enfermedad en la mujer.
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Conclusién 1. Los CSCMT malignos (del inglés, Canine spindle cell mammmary
tumors) son neoplasias mamarias poco frecuentes, de tamafio grande, y
generalmente de baja agresividad, que deben ser evaluadas por medio del
empleo de técnicas inmunohistoquimicas para poder determinar el histotipo y
poder valorar su comportamiento clinico, ya que el diagnoéstico tan solo mediante
H&E, conlleva una gran proporciéon de errores diagnosticos. Para su correcto
diagnostico se recomienda el empleo de un panel de marcadores IHQ que
incluya, AE1/AE3, p63 y CK-14. Asimismo, en aquellos casos negativos a los
marcadores  anteriormente = mencionados pero con  caracteristicas
histomorfolégicas (H&E) compatibles con hemangiosarcoma, PNST y PWT, se
recomienda el empleo de CD-31, SMA y GFAP. Ademads, es recomendable
emplear la técnica Tricromico de Masson de forma rutinaria antes de la
realizacién de inmunohistoquimica, ya que es una técnica facil y barata que

orienta de forma clara el diagnoéstico de fibrosarcoma o mioepitelioma maligno.

Asimismo, es recomendable determinar histol6gicamente el posible origen de los
tumores CSCMT, considerar el tamafio tumoral, asi como la presencia o ausencia
de otros tumores mamarios, ya que son caracteristicas importantes que se

relacionan con la agresividad bioldgica de los tumores.

Conclusién 2. Las hormonas esteroides estdn involucradas en la regulaciéon de
los diferentes factores angiogénicos y por ello, en el proceso de angiogénesis y

progresion tumoral en el cAncer de mama. La medicién intratumoral de estas y
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de los factores angiogénicos en el compartimento donde son biolégicamente
activos proporciona una valiosa informacién sobre las caracteristicas biologicas
del tumor con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias terapetticas
preventivas y tratamientos individualizados para cada paciente. Ademas,
considerando que el cancer de mama en perros ocurre de manera espontanea y
comparte caracteristicas clinicas y fisiopatolégicas con el cdncer de mama
humano, este estudio aporta nuevos conocimientos para la realizacién de
investigaciones futuras acerca del uso de los tratamientos anti-angiogénicos

como terapias adyuvantes en esta especie.

Conclusiéon 3. De la misma manera que ocurre en el IBC, existe una asociaciéon
positiva entre la expresiéon de E-caderina y el “fenotipo inflamatorio” en el IMC.
Ademas, CADM1 y otras moléculas de adhesion también estan expresadas
diferencialmente en el IMC, lo que sugiere que tienen un importante papel en la
adhesion celular y la invasion en el “fenotipo inflamatorio”. Es necesario que
tanto en el IBC como en el IMC se realicen més estudios que incluyan un mayor
namero de moléculas de adhesién con objeto de poder elucidar su posible papel
en el proceso metastédsico y en la angiogénesis tumoral en este tipo de neoplasia

mamaria tan agresiva.

Todos estos hallazgos apoyan el valor del IMC canino como un buen modelo de
estudio de la enfermedad en humana y ademas brindan una nueva perspectiva

sobre esta neoplasia mamaria tan poco frecuente en la perra.
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Conclusion 1. Malignant CSCMT are infrequent, large-sized mammary tumors,
generally with low aggressiveness. These tumors must be evaluated by
immunohistochemistry to determine the histotype and to indicate their clinical
behavior since the diagnosis only by HE involves many misdiagnoses. A panel
of IHC markers for routine diagnosis of CSCMT is recommended, including
AE1/AE3, p63 and CK-14. Those cases which are negative for these previous IHC
markers but suspicious for hemangiosarcoma, PNST or PWT on HE-stained
sections, the use of CD-31, SMA and GFAP is also recommended in the routine
diagnostic setting. Moreover, Masson’s Trichrome stain should be used
routinely, prior to IHC, to help the definitive diagnosis, since it is an easy and
cheap technique to discriminate between fibrosarcomas and malignant

myoepithelioma.

Furthermore, it is recommended to histologically ensure the mammary origin of
the neoplasm and to consider the tumor size and the presence or absence of other
mammary tumors as important clinical features in relation with the histological

malignancy.

Conclusion 2. Steroid hormones could regulate angiogenic factors to promote
tumor progression and angiogenesis. The intratumoral measurement of steroid
hormones and growth factors in the compartment where they are biologically
active provides a valuable information on the biological characteristics of the
tumor for developing new preventive therapeutic strategies and individualized

treatments for each patient. Moreover, considering that mammary cancer in dogs
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occurs spontaneously and shares clinical and pathophysiological characteristics
with human cancers, this study provides new insights for further investigations

for the use of these treatments as adjuvant therapy in this species.

Conclusion 3. For the first time, the expression of E-cadherin and CADM1 in
canine IMC has been investigated, demonstrating that similar to IBC in
humans, there is a positive association between E-cadherin expression and IMC
phenotype. Moreover, CADM1 and other cell adhesion molecules were also
differentially expressed in IMC cases suggesting their potential role in cell
adhesion and invasiveness of the “inflammatory phenotype”. Further studies
on a broad panel of cell adhesion molecules in both IBC and IMC are necessary
to elucidate their role in the metastatic process and angiogenesis in this highly
aggressive mammary cancer. Altogether, these findings support the value of
canine IMC as a model for the study of the human disease and provide a new

insight into this uncommon malignancy in dogs.
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