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O papel do fator de crescimento endotelial (VEGF) na formacao e progressao de
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The role of vascular endothelial growth factor (VEGF) on formation and progression of dog mammary neoplasia
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Resumo

As neoplasias mamarias representam pouco mais da metade dos tumores que acometem as cadelas com
uma grande parcela de tumores malignos. Elas sdo menos comuns em gatas, no entanto comumente sao
malignas. O fator de crescimento endotelial (VEGF) ¢ importantissimo na formagao das glandulas mamarias no
desencadeamento da angiogénese normal e induzida por tumores, influenciando o progndstico dos pacientes com
neoplasias mamadrias. Portanto, a identificagdo por meio de marcadores especificos para o VEGF e seus
receptores pode servir como fonte de informacgdes sobre a caracteristica de agressividade das neoplasias de
mama, estabelecendo-se, assim, um prognostico. Acrescenta-se, ainda, a possibilidade de emprego de drogas
antiangiogénicas, que atuam inibindo a fun¢do do VEGF como forma de controle de progressdo tumoral e
surgimento ou evolug@o de metastases. Contudo, pesquisas na medicina veterinaria ainda sdo escassas, embora o
emprego dessas drogas com sucesso em humanos e em animais de laboratdrio encoraja a necessidade de mais
estudos sobre o envolvimento do VEGF em tumores mamarios de cadelas e gatas.
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Abstract

The mammary neoplasias represents more than half of the tumors that affect bitches, grand part being
malignant tumors. They are less common in cats, although the majority is malignant tumors. The vascular
endothelial growth factor (VEGF) is very important during the mammary gland development, normal and tumor
induced angiogenesis and influences the prognosis of patients with mammary neoplasias. Therefore, the assisted
VEGF specific markers and for its receptors identification may be a useful source of information about the
mammary gland tumor aggressiveness and a helpful tool for a more precise prognosis. Additionally anti
angiogenic drugs, acting as VEGF inhibitor, may be a control form of tumor progression, metastasis appearance
and evolution. Veterinary research in this field are scarce, although the success use of these drugs in human and
laboratory animals encourage the studies about VEGF involvement in dogs and cats mammary tumors.
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Introducao

O cancer de mama ¢ a neoplasia de maior incidéncia na popula¢do feminina mundial, responsavel por
13,7% do total de mortes por cancer no mundo (Ferlay et al., 2010). Em cadelas, as neoplasias mamarias
constituem cerca de 50% de todas as neoplasias, aproximadamente 50% destas apresentam carater maligno
(Feliciano et al., 2012). Nos felinos, os tumores de mama representam 11% das neoplasias ndo tegumentares,
sendo comumente malignas com progndstico ruim e alta probabilidade de reincidéncia local e metastase (Hughes
e Dobson, 2012).

O prognostico do cancer de mama ¢ influenciado pela capacidade do tumor em promover a angiogénese
(nutrigdo e oxigenacdo). Este ¢ um processo fundamental no desenvolvimento tumoral e na formagdo de
metastase, sendo o grau de vascularizagdo peritumoral diretamente relacionado com o prognostico de pacientes
tratadas em estadios iniciais (Gasparini et al., 2000). O fator de crescimento endotelial vascular (vascular
endothelial growth factor - VEGF) é considerado um fator-chave na angiogénese (Ferrara, 2004), pois estimula a
proliferacdo celular endotelial, a migracdo e a formagdo do tubo capilar, estando como um dos fatores mais
estudados na oncologia humana (Nicosia, 1998).

Angiogénese no crescimento tumoral

A angiogénese ¢ a formacgdo de vasos sanguineos provenientes de uma rede vascular preexistente,
ocorrendo por meio da proliferacdo de células denominadas angioblastos, em tecidos periféricos, e pelas células
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progenitoras endoteliais, oriundas da medula dssea (Bergers, 2003). Sao diferenciados dois tipos de angiogénese,
a fisiologica/normal e a patoldgica/anormal. A primeira comeca ja na embriogé€nese e vai até a vida adulta,
quando se limita aos desenvolvimentos ovariano e placentdrio nas fémeas, € em processo cicatricial. Na
angiogénese fisioldgica, o endotélio vascular formado torna-se estdvel e maduro, deixando de se multiplicar
rapidamente, permanecendo adequado as caracteristicas necessarias do orgdo envolvido (Risau, 1997; Carmeliet,
2005).

O VEGF ¢é um potente e seletivo fator mitogénico para o endotélio, produzindo uma rapida e completa
resposta angiogénica, um aumento da permeabilidade capilar (Boudreau e Myers, 2003; Jobim et al., 2008). Ele
¢ responsavel pelos estimulos necessarios a proliferacdo das células do endotélio vascular, bem como pelas
migracdes destas para formagao de tubos capilares que dardo origem a vasos de maior calibre de acordo com a
necessidade de estimlos (Nicosia, 1998). Existem outras moléculas participantes na regulagdo positiva da
angiogénese além do VEGF, entre elas fator acido de crescimento de fibroblastos (aFGF), FGF basico, fator de
crescimento transformante alfa (TGF-a), TGF-B, fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o), angiogenina, interleucinas 8 (IL-8) e as angiopoitinas (Ang-1 e Ang-2), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), VEGF derivado da glandula endécrina (EG-VEGF), leptina,
prostaglandinas (Yancopoulos et al., 2000).

Sabe-se que o VEGF pertence a uma familia de glicoproteinas diméricas que inclui VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e fator de crescimento de placenta (PIGF; Senger et al., 1983; Veikkola
et al., 2000; Shibuya, 2001; Dvorak, 2002; Yamazaki et al., 2005). Esses fatores compartilham uma estrutura
comum de oito residuos de cisteina no dominio de homologia do VEGF. Destes, o VEGF-A, ou apenas VEGEF, é
o fator mais bem estudado e compreendido (Roy et al., 2006).

A sinalizag@o para o inicio da angiogénese ocorre por meio da ligagdo do VEGF a receptores especificos
de atividade tirosina quinase, presentes na superficie das células endoteliais e em células derivadas da medula
ossea. Esses receptores sdo denominados: VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 (Veikkola et al., 2000).

A ativacdo do VEGF ocorre por varios estimulos, como a hipdxia ou isquemia, baixo pH, citocinas,
fatores de crescimento, tamanho do tumor, oncogenes ativados, entre outros (Graca et al., 2004). Em situacdes de
baixa tensdo de oxigénio, ha um aumento da quantidade de 6xido nitrico circulante e, por conseguinte, ocorre
uma vasodilataco periférica e bloqueio da degradagdo dos fatores indutores e de resposta a hipoxia (HIF e HIF-
la), elevando seus niveis (Bos et al., 2001; Boudreau e Myers, 2003).

O papel na formacio das glindulas mamarias

O VEGF ¢ expresso na glandula mamaria logo apos a puberdade, aumentando em cinco vezes essa
expressdo durante a prenhez, e de 15 a 19 vezes durante a lactag@o, reduzindo 20 a 50% durante a involugdo
mamaria (Pepper et al., 2000). Os componentes epiteliais contribuem com 75% da produgdo do VEGEF, e os 25%
restantes sdo oriundos do estroma mamario. Glandulas mamarias com o gene VEGF inativado falham em
desenvolver as mamas durante a prenhez e em produzir leite apds o parto (Rossiter et al., 2007), enquanto a
superexpressdo desse gene nas glandulas mamarias facilita o desenvolvimento de tumores mamadrios que
desencadeardo metastase (Calvo et al., 2008).

O periodo de involugdo mamaria que ocorre apds a lactacdo apresenta algumas semelhancas com
fendmenos inflamatorios e de reconstrugdo tecidual com alta atividade das metaloproteinases de matriz,
deposi¢ao de fibras de colageno, liberagdo de fragmentos bioativos de fibronectina e laminina. Nesse periodo, as
células epiteliais da glandula mamaria falham em dar suporte ao desenvolvimento dos dutos de células normais,
o que facilita a invasdo de células tumorais. Essas células apresentam duas vezes mais expressdo de VEGF do
que células tumorais de glandulas mamarias de nuliparas, consequentemente uma maior taxa de cancer de mama
e metastase relacionada a prenhez (McDaniel et al., 2006).

A carcinogénese, proliferacio e formacgao de metastases

A maioria das mortes associadas ao cancer de mama esta relacionada a metastase. Os macrofagos
tumorais contribuem significativamente para a progressdo e o desenvolvimento destas por promoverem a
angiogénese, principalmente via fator potenciador da cadeia leve kappa de células B ativadas (NFkB). Os
macrofagos sdo ativados pelo fator estimulante de coldonia (MCSF) e pela citocina ligante 2 (CCL2), sendo
estimulados a secretar VEGF. A liberagdo de MCSF pelas células tumorais ¢ mediada pela ativagdo da enzima
conversora do fator de necrose tumoral o (TACE). A TACE, a MCSF e a CCL2 sdo altamente expressas nas
células tumorais (Rego et al., 2014).

Durante a formagdo tumoral, a necessidade de nutri¢ao e oxigenagdo celular desencadeia a angiogénese
e, assim, a formagdo da sua propria fonte sanguinea com novos vasos, possibilitando sua expansdo tecidual
(Zetter, 1998; Goodsel, 2003). Portanto, a angiogénese ndo participa da carcinogénese, mas sim da progressao
tumoral e da formacdo de metastase (Zetter, 1998; Carmeliet, 2005). Os vasos linfaticos sdo um importante
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caminho por onde se desenvolvem metastases, pois compartilham uma associagdo muito intima com os ductos
epiteliais € com os grandes vasos sanguineos, além de serem remodelados juntamente com a arvore epitelial e a
vascularizagdo sanguinea durante a morfogénese da glandula mamaria. A proliferacdo de células primarias
endoteliais linfaticas ¢ dependente de VEGF-C e VEGF-D, sendo as células epiteliais, principalmente as
mioepiteliais, uma fonte riquissima (Betterman et al., 2012). Os fatores VEGF-C ¢ VEGF-D sdo produzidos por
macrofagos associados ao tumor (TAMs), e a superexpressdo desses em tumores solidos tem relagdo com a
disseminag@o linfatica e determinagdo de prognostico (Schoppmann et al., 2002).

A expressdo do VEGF em diversos tumores estd relacionada a prognoésticos desfavoraveis (Gasparini,
2000; Giatromanolaki et al., 2001; Boudreau ¢ Myers, 2003; Sledge e Miller, 2003). VEGF ¢ maior em
carcinomas inflamatdrios do que em amostras de carcinomas complexos ou simples do tipo tubopapilar ou sélido
(Millanta et al., 2010), maior em carcinomas tubopapilar e solido, sarcoma, carcinoma de células escamosas,
tumor maligno misto e osteossarcoma do que em adenomas e fribroadenomas (Qiu et al., 2008a), o que indica
que o VEGF esta envolvido na invasdo e no crescimento de tumores mamarios também desta espécie (Qiu et al.,
2008a, b; Millanta et al., 2010).

A expressdao do VEGF nas células tumorais pode ser estimulada via PGE, (Chang et al., 1996) e E2,
aumentando tanto a expressdo de VEGF nas células de tumores mamdarios quanto a angiogénese e a
permeabilidade de microvasos, o que aumenta a migracdo das células tumorais (Nakamura et al., 2005). A
proteina indutora de hexametileno bisacetamida 1 (HEXIM1) regula alguns genes, como o do fator de
alongamento b-dependente (P-TEFD) ¢ a transcricdo do VEGF induzida pelo estrégeno pela inibi¢ao do receptor
do estrogénio independente do P-TEFb (Ogba et al., 2010).

Tratamentos, resultados e perspectivas

O VEGF pode ser considerado um marcador auxiliar no estabelecimento do prognostico do céncer de
mama em cadelas (Raposo, 2013; Stragliotto et al., 2013). Apesar de ndo estar relacionado diretamente com a
sobrevida dos pacientes, o aumento da regulagdo em todos os carcinossarcomas sugere que o VEGFR-2 pode ter
valor progndstico e ser um alvo terapéutico (Santos et al., 2014). Entre essas possibilidades, estdo o uso de
fatores como: anticorpos para VEGF, anticorpos para VEGFRs (Zhu e Witte, 1999), moléculas inibidoras de
VEGF-RTKs (Achen et al., 1998) e sequestradores soltveis (Holash et al., 2002). A maioria dos estudos t€m se
concentrado na inibi¢do da atividade do VEGF e apontam que, logo apds a inoculag@o das células tumorais em
animais, anticorpos anti-VEGF parecem inibir o crescimento e as metastases em tumores ja estabelecidos
(Melnyk et al., 1999).

Um exemplo de terapia antiantiogénica ¢ o emprego do bevacizumabe. Trata-se de um anticorpo
monoclonal contra VEGF-A que, associado a protocolos de quimioterapia, demonstrou-se eficaz principalmente
no controle de metastases (Hurwitz et al., 2004; Sandler et al., 2006; Escudier et al., 2007), aumentando a
eficiéncia do protocolo sem aumentar a sua toxicidade (Bishop et al., 1999; Heidemann et al., 2002; Albain et al.,
2008). No entanto, os achados com tumores de mama em humanos ainda ndo sido conclusivos, pois, como
adjuvante no tratamento de carcinoma inflamatdrio, o bevacizumabe nao promove melhora clinica (Bertucci et
al., 2016), porém demonstrou resultados promissores em tumores mamarios metastaticos (Yoshinami et al.,
2016).

A administragdo oral de dithiocarbamato pirrolidona (PDTC), um potente antioxidante, em fémeas de
camundongos com tumor de mama, inibe a expressdo do VEGF, a angiogénese e o crescimento tumoral, por
bloquear as vias autdcrina e paracrina desse fator e reducdo da ativacdo do fator nuclear kB (NfkB; Gu et al.,
2009). A administragdo oral de SU11248 (20-40mg/kg/dia), um inibidor seletivo de proteinas quinases, incluindo
os receptores de VEGF1-3, inibe o crescimento, a migracdo ¢ a angiogénese de tumores mamarios que
expressam receptores de estrogénio-a (Ero; Young et al., 2010).

A talidomida ¢ uma droga com efeitos antiangiogénicos, por reduzir os niveis de VEGF e TNF-a. Em
camundongos, a dose oral de 150mg/kg/dia diminuiu o volume tumoral e a incidéncia de metastases (Souza et
al., 2012). O calcitriol, metabolito da vitamina D, inibe a proliferagdo, induz a apoptose e diminui o crescimento
de tumores mamarios, por regular a expressdo do VEGF (Garcia-Quiroz et al., 2014).

Consideracdes finais

Em conclusdo, pode-se dizer que o VEGF ¢é importante na formacdo e no desenvolvimento da glandula
mamaria desde a embriogénese até a involugdo apos o aleitamento materno; no desenvolvimento do cancer de
mama e com fortes evidéncias, ¢ um bom indicador da agressividade dos diferentes tipos de tumores, podendo
auxiliar na determinagdo do progndstico clinico. A caracteristica cruenta e agressiva, que por muitas vezes se
torna o procedimento cirirgico de mastectomia, sugere que poderia ser benéfico o uso das terapias adjuvantes e
neoajduvantes, como os bloqueadores do VEGF. No entanto, os estudos em pequenos animais de companhia
ainda sdo escassos e requerem comprovacao dos efeitos diretos e colaterais.
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