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1. INTRODUCCION

Los perros y gatos ocupan un lugar indiscutido en el nucleo familiar. Siendo objeto
del afecto y la preocupacion de quienes disfrutan de su compafiia, exigen del médico
veterinario cuidados en salud de Optima calidad. Un estandar de sanidad establecido
mediante deparasitacion, alimentacion, manejo vacinal apropiado Yy la disponibilidad de
tratamientos eficaces para las enfermedades infecto-contagiosas, han dado lugar a otro tipo
de patologias, asociadas a la longevidad : lesiones degenerativas, insuficiencias organicas,
y céncer. Las terapias antineoplasicas con las cuales se cuenta, como la quimioterapia y la
radioterapia, son altamente lesivas, debido a que no seleccionan las células sobre las cuales
ejercen su accidn, dafando tejidos sanos. Superar esta desventaja es dificil ya que el tejido
neoplasico proviene de células del propio organismo, por lo que los elementos destinados a
su destruccion afectan también al tejido sano. Ademas estas terapias son de una eficiencia
relativa y generan resistencia.

En la necesaria busqueda de tratamientos alternativos o complementarios para el
cancer, se ha demostrado que el crecimiento tumoral y su capacidad metastasica estan
altamente relacionados con la capacidad de generar nuevos vasos sanguineos para sustentar
su acelerado metabolismo. Poder intervenir en la angiogénesis (formacion de vasos
sanguineos a partir de otros preexistentes) y su control, aparece como una posibilidad
innovadora en el tratamiento del cancer, en especial al enfocarla en la inhibicion de esta
capacidad tumoral.

Esta investigacion busca aportar conocimientos al respecto, mediante el estudio del
efecto de una droga de accion anti-angiogénica directa, la talidomida, sobre la

microvascularizacién del Tumor Venéreo Transmisible (TVT) canino.



2. Revision Bibliografica

2.1. Tumor Venéreo Transmisible (TVT) Canino:

El TVT es un tumor de células redondas, cuya presentacion natural se describe en
los miembros de la familia canidae. Tiene una distribucion geogréafica amplia, afecta
principalmente zonas en subdesarrollo, urbanas tropicales y subtropicales (Flores et al.,
2000). En Santiago de Chile se ha descrito como la segunda neoplasia de mayor incidencia
en caninos (Flores et al., 1997). Se transmite a través de la implantacion de células
tumorales libres desde un perro a otro mediante el coito y por conductas tipicas de los
canidos, como el lamido, y el olfateo de genitales externos (Rogers, 1997). Afecta
mayormente caninos jovenes, sexualmente maduros de edades entre uno y diez afios. Se
ubica en la mucosa genital de ambos sexos (Weller, 1994; Flores et al, 2000), en el macho
en la mucosa peneana, pared prepucial y escroto, en la hembra en la mucosa vaginal, vulvar
y vestibular. Se puede encontrar formas extragenitales, en la mucosa oral, nasal,
conjuntival, anal y también a nivel cutaneo. ElI TVT puede adoptar diversas formas,
nodulares, pedunculadas, sésiles o multilobuladas, bien irrigadas, solitarias, o profusamente
distribuidas en la superficie mucosa, conformando masas sangrantes y friables, que
desprenden con facilidad segmentos de tejido transplantable (Flores et al, 2000).

El prediagnostico clinico de TVT, es orientado por la morfologia macroscépica y la
localizacion, el sangramiento, y la anamnesis. El diagnostico definitivo, s6lo serd dado por
la citologia o biopsia. La citologia de TVT, es un excelente método de diagnostico, rapido,
seguro, facil, inocuo y economico (Flores et al, 2000). Al examen histopatolégico, de
acuerdo a su actividad mitética, fibrosis y morfologia celular, se puede clasificar el TVT en

dos fases, la fase progresiva, caracterizada por grandes células tumorales dispuestas en



ldminas, ordenadas en grupos o masas delimitadas por escasas fibras colagenas, y la fase
regresiva, donde las células neoplasicas se rodean de una abundante cantidad de fibras de
colageno denso (Lombardi, 1995). La estadificacion neoplasica, es necesaria para ver la
evolucion del tumor frente al tratamiento, no para el prondstico de los pacientes con TVT
(Carrion, 2001).

La remision espontanea del TVT no ocurre en forma natural, es necesaria una
terapia para su eliminacion del individuo afectado ( Alcoba, 2001).

La escisién quirdrgica del TVT, es apropiada solamente para las formas nodulares o
pedunculadas, pequefias, y solitarias (Flores et al., 2000), la resecciobn de grandes
superficies de mucosa, deriva en severas hemorragias y dafios estructurales, con generacion
de cicatrices, que alterarian la funcion normal del segmento afectado.

La terapia mas eficaz y practica es la quimioterapia con Sulfato de Vincristina,
alcaloide que inhibe la mitosis en metafase, mediante tratamientos endovenosos semanales
en una dosificacion de 0,03 mg/kg. (Flores et al., 1997). La droga se une a la tubulina,
impide la formacion de microtubulos y obstaculiza la proliferacion celular. Las improntas
en fase regresiva posterior al tratamiento con vincristina, muestran una disminucion de la
celularidad tumoral (Flores et al., 2000). El efecto final de la regresion tumoral por
quimioterapia es fibrosis y estaria acompafiado por un aumento de la densidad vascular del
tumor. Este aumento seria relativo, ya que resultaria del colapso del parénquima tumoral
(Gonzélez et al., 2000). Asi, la regresion tumoral por vincristina no estaria asociada a un
efecto anti-angiogénico secundario.

ElI TVT es una neoplasia que puede ser evitada, siendo muy importante las medidas
a tomar para su prevencion, que estan fuertemente orientadas a los grupos de riesgo, y

corresponden a manejos de tenencia responsable de los perros (Haleby, 2000).
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2.2 Terapias antineoplasicas establecidas

Tanto en medicina humana como también en medicina veterinaria, se han utilizado
distintas modalidades de tratamiento, como cirugia, radioterapia, quimioterapia,
inmunoterapia e hipertermia.

La cirugia es el tratamiento de eleccién especialmente para cualquier tipo de
neoplasia sélida, excluyendo a las hematoldgicas y linforreticulares, es una herramienta
importante en el diagnostico y seguimiento de algunas condiciones y puede ser asociada a
otros tipos de terapia, en los tumores que pueden metastizar ( Flores et al., 2000 ).

La quimioterapia se recomienda principalmente en neoplasias hemopoyéticas y
linforreticulares, para prevencion y terapia de metastasis. Sus complicaciones se asocian a
resistencia de las celulas cancerosas a las drogas y a sus efectos toxicos: reacciones de
hipersensibilidad, toxicidad dermatoldgica, cardiotoxicidad, toxicidad pulmonar, toxicidad
gastrointestinal, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, toxicidad hematoldgica, y neurotoxicidad
(Weller, 1994).

La modulacion del sistema inmune o inmunoterapia es otra forma de tratamiento.
Sin embargo al administrar un modificador biolégico exdgeno a un paciente, se afecta todo
el sistema y su habilidad endégena de controlar modificadores y células efectoras.

La radioterapia, se usa como terapia local o regional. Su combinacion con
quimioterapia e hipertermia, potencia su efecto. Ademas de dafiar las células tumorales,
afecta otras células expuestas, gastrointestinal, médula 6sea y foliculos pilosos, e induce
una necrosis irreversible del tejido normal.

La hipertermia, es experimental, comenzd a ser considerada alrededor del afio 1800,
al observar que los pacientes con cancer, que cursaban con fiebre alta, podian presentar

remisiones espontaneas de sus tumores (Dewhirst y Sim, 1984).



2.3 Terapia anti-angiogénica

A diferencia de las anteriores, no esta dirigida a células tumorales, sino que a los
vasos sanguineos que las nutren. Judah Folkman en el afio 1971, postulé que el crecimiento
tumoral y metéstasis eran dependientes de la neoformacion de vasos sanguineos y que
bloquear la angiogénesis podria ser una estrategia para detener el crecimiento tumoral. El
concepto de que el crecimiento tumoral es angiogénesis-dependiente es hoy respaldado por

mas de 2500 reportes cientificos segn la Angiogenesis Foundation (Ramos, 2004).

2.4 Factores anti-angiogénicos

Entre los factores angiostaticos o anti-angiogénicos que se han identificado en los
ultimos afios estan el extracto de cartilago, la protamina, el factor plaquetario-4, la
medroxiprogesterona, antibidticos (minociclina, la fumagilina y la eponemicina), algunos
corticoides (cortisona, dexametasona, tetrahidrocortisol) (Ramos, 2004), inhibidores de las
metaloproteinasas (TIMPs), interferones, trombospondina-1, vitamina D, y la Talidomida.

También se han aislado factores de tejidos tumorales como la angiostatina y la endostatina.

2.5 Angiogénesis

La angiogénesis es la neoformacién de vasos sanguineos a partir de la
microvasculatura existente. La angiogénesis se presenta no solo en tumores solidos o del
tipo hematoldgico, sino también en otras patologias como enfermedades cardiovasculares
(aterosclerosis), inflamacion cronica (artritis reumatoidea), diabetes (retinopatia diabética),
soriasis, endometriosis y obesidad (Carmeliet y Jain, 2000), como también en procesos

fisioldgicos como desarrollo embrionario, reparacién de heridas y el ciclo menstrual.



Las investigaciones en angiogénesis, han derivado en tres lineas de aplicacion: la
cuantificacion de la angiogénesis como metodo de diagnostico y prondstico, aceleracion de
la angiogénesis durante la reparacion y la inhibicién de la angiogénesis.

En el proceso de angiogénesis tumoral participan multiples mecanismos que se
pueden clasificar en tres grandes grupos de eventos, cada uno regulado por varias
moléculas que contribuyen significativamente al proceso que lleva a la formacién de
nuevos vasos sanguineos (Griffioen y Molema, 2000):

Inicio de la respuesta angiogénica: la activacion de células endoteliales es el primer
proceso en ocurrir, cuando moléculas pro-angiogénicas predominan sobre las anti-
angiogeénicas. Algunas sefiales que gatillan este desbalance son la hipoxia, presion
de células en proliferacion, células inflamatorias y mutaciones genéticas. Entre las
moléculas que participan en esta fase estan el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el 6xido nitrico (NO).

Migracion y proliferacion de células endoteliales: las células endoteliales activadas
proliferan, penetran la matriz extracelular y se adhieren a componentes de ésta. La
matriz es degradada por metaloproteinasas de matriz (MMPs). Otras moléculas que
participan son integrinas y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGF-b).

Maduracion de la neovasculatura: las interacciones entre células, y entre éstas y
componentes de la matriz extracelular estimulan la formacion de estructuras
tubulares y el deposito de elementos periendoteliales. Entre las moléculas que
participan estan el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de

crecimiento de fibroblastos acido (FGF-a) y angiopoyetinas.



2.5.1 Determinacién de la angiogénesis:

La angiogénesis se puede usar como alternativa terapéutica y para determinar el
riesgo de metéstasis y recurrencia tumoral, realizando la cuantificacion de los nuevos vasos
formados, observados en un campo microscopico predeterminado (indice de Densidad
Microvascular), gracias al conteo del area vascular mediante el uso de un programa de

anélisis morfométrico.

2.5.2 Ventajas de la terapia anti-angiogénica:

La terapia anti-angiogénica puede ser usada en combinacion con otros tratamientos
como radioterapia, cirugia y quimioterapia, con las ventajas de no tener efectos toxicos
sobre médula 6sea y aparato gastrointestinal. Sus efectos secundarios serian de mediana
magnitud y bien tolerados, como retardo de la cicatrizacion e infertilidad (Brem, 1999). El
blanco de las drogas anti-angiogénicas es una poblacion de células endoteliales estables,
homogéneas Yy sin altas tazas de mutaciones, a diferencia de las células tumorales, por lo
que la resistencia, gran problema en quimioterapia del cancer, no apareceria en el

tratamiento con drogas anti-angiogénicas (Boehm et al, 1997).

2.5.3 Estrateqgias para intervenir la angiogénesis:

Un amplio espectro de estrategias para la modulacion de la angiogénesis ha sido
descrito (Griffioen y Molema, 2000) tales como:

a. Intervencion en el crecimiento de células endoteliales: la mas exitosa aproximacion

para la modulacion de la angiogénesis, a la fecha, es el uso de agentes que inhiben

especificamente el crecimiento de células endoteliales.



b. Intervencién en la adhesion y migracion de células endoteliales: el proceso de
angiogénesis ademas depende de la adhesion y migracion de las células endoteliales a

través de la matriz extracelular, se han buscado moduladores de estas interacciones.

c. Intervencion con metaloproteinasas: en relacion a la migracion y adhesion de las células
endoteliales, el uso de inhibidores especificos de las proteinasas que disuelven el tejido
conectivo, y asi facilitan la migracién de células endoteliales y la subsiguiente

formacién de vasos.

2.6 Talidomida

La talidomida fue creada en 1953 por el doctor Wilhem Kunz, en los laboratorios
Chemie-Griinenthal en la entonces Republica Federal Alemana, buscando nuevos
compuestos antihistaminicos. No fue efectiva para ese fin, pero si mostro efectos hipnoticos
y sedantes. Por esto se recetd en Europa, al fin de la década de los 50, para tratar la
ansiedad e insomnio y en mujeres embarazadas, las nauseas y vomitos matutinos. Se
comercializ6 en varios paises, Japén, Australia y Canada. A comienzos de la década de los
60, cuando los médicos descubrieron que causaba terribles defectos al nacimiento, se retird
del mercado. En diversas partes del mundo nacieron mas de 10.000 nifios gravemente
deformes, muchos de ellos sin brazos ni piernas, porque sus madres habian tomado la droga
al comienzo del embarazo (D"Amato et al., 1994).

Después de su prohibicion en 1962, la talidomida fue relegada al mercado
especializado. La vuelta al uso terapéutico de la talidomida se debe a sus efectos

farmacoldgicos e inmunoldgicos descubiertos recientemente. La talidomida es un agente
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inmunomodulador que podria suprimir la produccion excesiva de TNF alfa (factor de
necrosis tumoral alfa), y regular la baja de moléculas de superficie de las células implicadas
en la adhesion y migracion de los leucocitos (D”Amato et al., 1994).

La talidomida fue aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para el
tratamiento del "erythema nodosum leprosum”, una manifestacion inflamatoria de la lepra y
para potenciales aplicaciones terapéuticas a una amplia gama de enfermedades. Se ha usado
con éxito en varios padecimientos dermatolégicos y reumatolégicos: eritema nodoso
leproso, estomatitis aftosa recurrente, lupus eritematoso discoide y sistémico, enfermedad
de Behcet, prarigo nodular y actinico, enfermedad de injerto contra hospedero, para el
tratamiento de las Ulceras aftosas en la infeccion por el VIH y en mieloma multiple, en el
cual el efecto antitumoral puede ser directo al estimular la apoptosis de las células
mielomatosas e inhibir la actividad de la ciclooxigenasa ( Vacca et al., 1995).

Actua inhibiendo el factor de crecimiento del endotelio vascular que normalmente
estimula la angiogénesis. Se ha determinado que puede inhibir la proliferacion de los vasos
asociados con los tumores, y asi disminuir o interrumpir su crecimiento.

Los efectos secundarios de la talidomida generalmente son inmediatos y raramente
severos, mejoran rapidamente al disminuir la medicacion o suspenderla. Produce sedacion,
minimizada al realizar su administracion en la noche; puede haber cansancio, cambios en el
estado de animo, cefalea, impotencia sexual, nauseas, vomito, constipacion, dolor
abdominal, meteorismo, aumento del apetito, hipotensién, sequedad ocular y de mucosas,
prurito, ufias quebradizas, edema de la cara y extremidades (Brem, 1999).

El efecto secundario mas severo es la teratogenicidad, siendo las focomelias o
amelias, las malformaciones mas comunes; acompafiadas de malformaciones de Grganos

internos como: estenosis duodenal, fistula esofagica, anormalidades del tubo neural,
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microoftalmia y malformaciones de oidos. Se ha planteado la posibilidad de la supresion de
la angiogénesis durante la embriogénesis y la existencia de un metabolito involucrado en la
actividad teratogénica (D"Amato et al., 1994).

Un efecto secundario frecuente es la neuropatia periférica sensitiva, manifiesta
como parestesias simétricas distales y dolorosas, primero en los pies y luego en las manos.
Otros efectos son ataxia, calambres musculares y debilidad muscular. La disfuncién motora
es de aparicién tardia y poco usual (Dimopoulos y Eleutherakis-Papaiakovou, 2004). No
tiene efecto citotoxico siendo una opcion en pacientes donde otro tipo de terapias no son
factibles.

Para la talidomida no se han realizado ensayos que determinen la dosis maxima
tolerada, ni se han disefiado esquemas de administracion optimos, solo se usa en dosis
creciente desde un minimo arbitrariamente determinado, (50 mg totales al dia para un ser
humano adulto) hasta alcanzar una dosis maxima que produzca efectos secundarios,
determinando la dosis méxima tolerada si efectos secundarios indeseables se hacen

evidentes (Franks et al., 2004 ).
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3. OBJETIVOS

e Objetivo General:

- Describir la influencia de drogas anti-angiogénicas en el crecimiento tumoral,

en un modelo neoplasico canino de presentacion natural.

e Objetivos Especificos:

- ldentificar, describir y cuantificar histolégicamente la actividad angiogénica

del TVT canino, en fase progresiva (control sin tratamiento).

- ldentificar, describir y cuantificar histologicamente el efecto anti-

angiogeénico de Talidomida en TVT canino.

- ldentificar y describir la presentacion de efectos secundarios asociados al

tratamiento con Talidomida.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 Materiales

4.1.1 Bioldgico:

Seis caninos, machos y hembras, sexualmente maduros, sin distincion de raza,
atendidos en el Servicio de Cirugia de Pequefios Animales de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, con diagnostico de TVT progresivo
confirmado mediante citologia e histopatologia. Estos perros fueron sometidos a un
esquema diagndstico y terapéutico sefialado en el Anexo n°1.

4.1.2. Farmacologico:

- Talidomida (Talidomida Lazar® . Laboratorio Lazar).
4.1.3 Laboratorio Inmunohistoquimica:
- Materiales para biopsia.
- Micrétomo de rotacion (Leitz).
- Microscopio optico Nikon Eclipse E 600.
- Céamara de video digital Cool-Snap Pro (Media Cybernetics, USA).
- Programa de analisis morfométrico Image Pro-Plus (Media Cybernetics,
USA).
- Computador compatible con software morfométrico.
- Céamara humeda (ProLab).
4.2 Métodologia:

A cada paciente se le administré Talidomida , en dosis diaria de 8 mg/Kg (Franks et
al., 2004 ), por via oral, por siete dias, seguido de aplicaciones de dosis decrecientes del
50% cada 2 dias, también por siete dias. Durante las aplicaciones de Talidomida se

realizaron los siguientes procedimientos:
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- Examen clinico: inicial, en los controles a los 7 y 14 dias.

- Muestras para Hemograma y Perfil Bioquimico: previo al tratamiento y una vez
terminado el tratamiento con Talidomida.

- Biopsias: se obtuvieron muestras tumorales previo al tratamiento, durante y terminado
éste (' Ver anexo n°l).

Las biopsias se fijaron en formalina al 10% por 24 hrs. Luego se incluyeron en
parafina y se obtuvieron los cortes histolégicos de 5 micrémetros de espesor con
microtomo de rotacién. Los cortes fueron desparafinados mediante paso por xilol,
alcoholes descendentes y agua y se tifieron con Hematoxilina — Eosina (H-E) para
diagnostico y descripcion general del tumor, recuento de vasos sanguineos y determinacion
del area vascular.

4.2.1 Tincion de cortes

Para identificar la actividad angiogenica, se realizé tincion con hematoxilina eosina,
para lo cual los cortes fueron montados en portaobjetos y luego desparafinados.
4.2.2 Efectos secundarios

Se determinG presencia o ausencia de los efectos secundarios de tipo clinico y
hematoldgico, consignados en la literatura, y de cualquier reaccion inesperada durante el
curso del ensayo clinico (anexo 2).

4.2.3 Estudio Histoldgico de las Biopsias:

En los preparados histologicos con tincion en base a hematoxilina eosina,
observados usando aumento de 40X, se determiné al azar 5 campos o areas, en los que se
marco los vasos sanguineos. En dichas areas se realizé el recuento de los vasos sanguineos
y se determind la actividad angiogénica mediante la cuantificacion del area del lecho

vascular, medida en micrémetros cuadrados (u?). Esto se hizo con el uso de un programa de
14



analisis morfométrico computacional, calculandose un valor promedio de los campos
elegidos al azar, determinados en un microscopio conectado a una camara de video y a un
computador.

Se designd el lecho vascular existente en la biopsia del dia cero como un punto de
referencia para la comparacion con las biopsias del dia siete y el dia 14, para asi determinar
la existencia de variaciones en el area del lecho vascular. Se realiz6 un analisis descriptivo

del lecho vascular.

4.2.4. Analisis estadistico:
Se realizd un Andlisis de Varianza para determinar existencia de diferencias
significativas entre las muestras, y una vez determinada su existencia, se realizd un test de

Tukey para determinar entre que tiempos fueron significativas.
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5. RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DE LOS CASOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

Los casos incluidos en esta experiencia, correspondieron a pacientes caninos

atendidos en el Servicio de Cirugia de Pequefios Animales de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Tabla 1)

TABLA 1. Casos Incluidos en el Ensayo. Resefia y Ubicacion Anatémica del TVT.

Caso Nombre Sexo Edad Ubicacion
1 Blanquita Hembra 10 Vagina
2 Chaina Hembra 3 Vagina
3 Flaco Macho 2 Vestibulo bucal
4 Girandola Macho 3 Pene
5 Memo Macho 7 Pene
6 Ordinario Macho 2 Pene

5.1.1 Hemograma y Perfil Bioquimico de los Perros al Dia Cero del Estudio.

En las determinaciones realizadas en el control inicial, previo al tratamiento

con talidomida, los 6 casos presentaron alguna alteracién en el hemograma y el

perfil bioquimico ( Tabla 2).
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Tabla 2. Hemograma y Perfil Bioquimico al Dia Cero del Estudio

Alteracion N° de casos Alteracion N° de casos

Anemia 2 Eosinopenia 0
Poliglobulia 1 Monocitopenia 0

Roulaux 0 Linfopenia 2

Leptocito 1 Trombocitopenia 1
Leucocitosis 0 Hipoalbuminemia 2
Neutrofilia 1 T Creatinina 0
Monocitosis 1 1 Bilirrubina 2
Eosinofilia 0 { Fibrinogeno 3
Linfocitosis 0 T FA 0
Leucopenia 0 T NUS 1
Neutropenia 0

5.1.2 Hemograma y Perfil Bioquimico al Dia 14 del Estudio

Una vez finalizado el tratamiento con talidomida, en los 6 casos se observo
alguna alteracion en el hemograma y el perfil bioquimico. La Tabla 3 muestra las
alteraciones en los hemogramas de los casos que se trataron con talidomida y el
numero de casos en que se presentd cada uno de ellos ( valores encontrados, mas
valores normales de la especie, en anexo 3). La Tabla 4 muestra las alteraciones en
el perfil bioquimico de los casos tratados y el nimero de casos en que se presento

cada una. ( valores encontrados, mas valores normales de la especie, en anexo 3).
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Tabla 3:Alteraciones de los Hemogramas. 14 dias de tratamiento con Talidomida

Alteracion N° de casos
Leucocitosis 1
Monocitosis 1
Eosinofilia 1
Poliglobulia 1
Neutropenia 1
Anemia sin respuesta 1
Trombocitopenia 2
Linfopenia 1
Monocitopenia 1
Leucopenia 1
Leptocito 2

Tabla 4 :Perfiles Bioquimicos. 14 dias de tratamiento con Talidomida

Alteraciones N° de casos
Hipoalbuminemia 1
T Creatinina 2
J Fibrinogeno 2
TFA 1
T NUS 1




En la tabla 5 se muestran las alteraciones presentes en los hemogramas y perfiles

bioquimicos en todos los casos estudiados.

Tabla 5 : Alteraciones de Hemogramas y Perfiles en los casos estudiados.

Caso 1 2 3 4 5 6

Alteracién

Leucocitosis X

Monocitosis X X

Poliglobulia X

Neutropenia X

Anemia X

Trombocitopenia X X

Linfopenia X

Leucopenia X

Leptocito X X

Hipoalbuminemia X

1 Creatinina X X

J Fibrinogeno X X

T FA X

T NUS X
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5.2 EFECTOS SECUNDARIOS
No se presentd ninguno de los efectos secundarios de tipo no hematol6gico que
describen los estudios hechos en humanos ( El anexo 2 muestra los efectos secundarios
de mayor ocurrencia en estudios humanos). Como los efectos secundarios de la
talidomida, son inmediatos, en el transcurso de los 14 dias de este estudio se habrian

detectado de haber afectado a alguno de los pacientes sometidos a terapia.

5.3 DESCRIPCION DEL LECHO VASCULAR
Estudio de Biopsias en Preparados Histologicos Tefidos con Hematoxilina Eosina.

Al dia cero del estudio, es decir, biopsia diagnostica, previa al tratamiento con
Talidomida, se observo que los tipos de vasos sanguineos presentes eran capilares,
arteriolas y vénulas, sin predominio de un tipo sobre otro (figura 1), todos con una cantidad
importante de globulos rojos en su interior, identificados por su morfologia y color (figura
2). Se observan brotes endoteliales, que corresponden a células endoteliales que emergen y
se ordenan para dar origen a nuevos vasos sanguineos (figura3). A los 14 dias bajo
tratamiento con Talidomida, los mismos tipos de vasos sanguineos, tienen una distribucion
similar, pero ya no se encuentran distendidos debido a la escasa o0 nula presencia de
globulos rojos en su interior (figura 4). EI nimero de vasos sanguineos presentes en las
muestras previas al tratamiento fue notoriamente mayor que los que se presentaron
posterior a dos semanas da tratamiento con Talidomida (figuras 5 y 6).

El recuento de los vasos sanguineos al tiempo 0, a los 7 y 14 dias de tratamiento con
talidomida se resume en la Tabla 6 (Graficol); el area del lecho vascular, en micrometros

cuadrados (pi°) observada al dia 0, 7, y 14, se muestra en la Tabla 7 (Grafico 2).
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Tabla 6 : Numero de vasos sanguineos observados por muestra al dia 0, 7,y 14 .

1 2 3 4 5 6
Dia 0 6 6 7 6 7 5
Dia 7 4 2 6 3 5 5
Dia 14 2 1 3 2 1 1

Gréafico 1: Numero de vasos sanguineos de las
muestras de TVT previo, durante y finalizado el
tratamiento con Talidomida
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Tabla 5: Areas vasculares observadas al dia 0, 7, y 14 del estudio medidas en p?

Casos Dia0 Dia 7 Dia 14
1 4950.9546 1744.7299 517.51917
2 995.70593 | 548.08716 | 158.82558
3 1510.4462 1944.8116 115.64554
4 6920.3486 | 1863.1544 | 154.12280
5 1004.3038 | 930.38177 | 98.171059
6 4190.8149 1178.4730 42.111221

Gréafico 2: Area del lecho vascular de las muestras de
TVT previo, durante y finalizado el tratamiento con
Talidomida
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7. DISCUSION
7.1 Efectos de la terapia con Talidomida en los componentes sanguineos

Para analizar las variaciones de los componentes sanguineos es necesario
partir de los valores obtenidos en el examen de control o basal. En la determinacion
al tiempo 0 se encontré en 3 de los pacientes el fibrindgeno disminuido, 2 casos de
anemia, dos de linfopenia y dos de hipoalbuminemia. El fibrinégeno disminuido se
observa en presencia de alguna alteracion hepatica, sin embargo, en ninguno de los
tres casos en los cuales se presentd, hubo otras evidencias que orientaran a
sospechar de dicho tipo de patologia. Su disminucion podria explicarse no por una
alteracion hepatica relevante, sino mas bien por la funcion que cumple el
fibrindgeno de transformarse a fibrina y participar en el proceso de la coagulacion.
Los pacientes ingresados al estudio estaban en la fase progresiva del tumor, es decir,
en una etapa muy sangrante, por lo tanto, la disminucién del fibrindgeno a nivel
sanguineo, se pudo deber a su uso a nivel del tejido afectado por el tumor
compuesto de vasos sangrantes. En relacion a la anemia al momento de diagnostico,
con VGA de 33 y fraccion, y una hemoglobina sobre 11g/dl. acompafiada de
niveles normales de células jovenes, y ausencia de signologia asociada a otro tipo
de patologia, pudo haber sido el reflejo en el hemograma de la marcada hemorragia
con una peérdida de sangre entera muy evidente a simple vista, que acompariaba el
tumor. La linfopenia se observa cuando hay una baja produccion de estas células por
parte del individuo, o por una destruccién masiva de estas en un caso de infeccion
viral leve. Ninguno de los pacientes que presentaron esta alteracion en las
mediciones basales, mostr6 ademas, signos compatibles con alguno de estos

posibles origenes. La hipoalbuminemia en general se asocia a un consumo proteico
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bajo, a una mala absorcién de proteinas a nivel del tracto intestinal, o a una
alteracion en el funcionamiento hepatico. En los 2 casos observados no habia
evidencias de compromiso hepatico, solo coincidian con anemia, y proteinas
plasmaticas en el limite inferior del rango normal, siendo ademas dos caninos
vagabundos, portadores de TVT, recogidos de la calle y adoptados, en condiciones
nutricionales deficientes.

Existen muy pocos estudios que determinen el mecanismo de accion por el
cual la Talidomida provoca efectos en los componentes sanguineos, sin embargo se
ha comunicado la aparicion de ciertos efectos secundarios como son la neutropenia,
leucopenia, aumento de enzimas hepaticas e hipoglicemia ( Dimopoulos, et al.,
2004;. Cappa, et al., 2004 ). Una vez finalizado el tratamiento con talidomida, los 6
casos presentaron alguna alteracion en el hemograma. Las alteraciones mas
frecuentes fueron trombocitopenia y presencia de leptocitos, ambas en dos casos.
Estas manifestaciones son propias del sangrado constante, con pérdida de plaquetas
asociada a la hemorragia, que es, en estos casos, un sintoma tipico del TVT. Los
leptocitos corresponden a una alteracion en la estructura del eritrocito, los globulos
rojos muestran la hemoglobina concentrada en el centro de la célula, y no en toda la
superficie de éste; manifestacion de una alteracién a nivel hepatico. Los pacientes
con leptocitos en su hemograma, no evidenciaron signos clinicos ni en el perfil
bioguimico, que pudieran asociarse a una causa hepatica.

En este ensayo clinico hubo 4 casos que presentaron alguna alteracion en el
perfil bioguimico. Los mas relevantes fueron alta creatinina y bajos niveles de
fibrinbgeno, ambos en dos de los casos estudiados, y ambos solo al dia 14 del

estudio. La creatinina se eleva en casos de insuficiencia renal, reduccion del flujo
26



sanguineo, deshidratacion, destruccion de tejido muscular, o un alto catabolismo
proteico. La disminucién en los niveles sanguineos de fibrindgeno se puede deber a
un funcionamiento hepético alterado, a coagulacion intravascular diseminada, y
desérdenes en la médula 6sea. Los valores de creatinina elevados, muy cerca del
rango normal, podrian atribuirse a un alto catabolismo proteico, por el ingreso a la
fase regresiva del tumor, donde hay un recambio del tejido normal por tejido
conectivo. En relacion a la disminucion del fibrindgeno, no se puede dar una causa
certera de esta alteracion, ya que la principal causa conocida, alteracion en el
funcionamiento hepatico, no encuentra respaldo en los perfiles de los pacientes
afectados. Se presentaron también Hipoalbuminemia y NUS elevado, ambos en un
solo caso, y a los dias cero y 14 del estudio, es decir, al igual que las alteraciones
anteriores, es una condicion atribuible al estado del paciente al momento del
diagnostico y no al medicamento.

En este estudio, hubo alteraciones que se presentaron al dia 14, sin haberlo
hecho al dia cero: sdlo uno de los seis casos presentd neutropenia y practicamente
en los limites normales, lo que podria explicarse por una migracion de los
neutrofilos desde sangre a los tejidos periféricos. Asi mismo, un solo caso presento
leucopenia al dia 14, también a nivel casi del limite normal, posiblemente por una
migracién de las células desde la sangre a otros tejidos, un mecanismo de
proteccién del individuo.

La hipoglicemia descrita para el humano no se present6 en ninguno de los
casos estudiados.

Otros efectos descritos en la literatura que aparecieron en este estudio al dia

14, fueron leucocitosis y poliglobulia, sin embargo, sus valores tan cercanos a los
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normales hacen improbable atribuirlos a una alteracién directa por parte de la droga.
Tanto Monocitosis como linfopenia que se presentaron al dia 14, estaban presentes
al dia cero, por lo que se puede inferir que se traté de una condicion propia del
paciente 'y no una consecuencia de la droga. Dos casos presentaron
Trombocitopenia al dia 14; en uno la alteracion estaba presente el dia 0, al momento
del diagnostico, al recuento al dia 7 su valor fue normal, y a los 14 dias volvié a
bajar. EI segundo caso correspondi6 a uno de los caninos con anemia al inicio; y en
el aparecié la trombocitopenia a los 14 dias, recuperada posteriormente. La
presencia de Leptocitos, al dia cero y 14 ocurrio en el segundo caso de anemia,
paciente recogida de la calle, en la cual persistio la presencia de leptocitos a lo largo
del tratamiento. Un segundo caso presento leptocitos solo en el dia 14. Con los
antecedentes existentes y por el patron de presentacion de ambas alteraciones en
esta serie clinica no es posible elaborar una explicacién fundamentada de su

aparicion, ni atribuirla a efectos del farmaco administrado.

7.2 Efectos secundarios de tipo no hematoldgico
Existen efectos secundarios de tipo no hematoldgico, observados en los
estudios de terapias con talidomida. EI principal y mas relevante es la
teratogenicidad. Esta se puede ver en pacientes humanos con una dosis unica de 100
mg totales, ( Dimopoulos, et al, 2004), siendo la mas frecuente de las
malformaciones la ausencia o hipoplasia de los miembros, puede también producir
alteraciones en oidos, 0jos y corazon. En este estudio, se determind la ausencia de

gestacion de las hembras, a fin de evitar este efecto.
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Otro efecto secundario reconocido, en estudios con pacientes humanos, es la
neuropatia periférica ( Dimopoulos et al, 2004, Franks et al, 2004, Cappa et al,
2004, Kumar et al, 2004) principalmente en administraciones prolongadas. Este
efecto estaria determinado por un dafio axonal, con perdida de fibras nerviosas
mielinizadas y aumento de las no mielinizadas ( Dimopoulos et al, 2004). En este
estudio no se evidencié ninguna signologia, en ninguno de los pacientes, que
pudiera estar relacionada con una neuropatia periférica. Tampoco se presentaron

signos como decaimiento, fiebre, emésis, o constipacion.

7.3 Anélisis Histologico Descriptivo del Lecho Vascular
Recuento de los vasos sanguineos

El nimero de vasos sanguineos presentes en las muestras al control
diagnostico o basal (figura 5) fue notoriamente mayor que los que se observaron
posterior a dos semanas de tratamiento con Talidomida ( figura 6 ).

En relacion al recuento del nimero de vasos sanguineos presentes en cada
muestra ( graficos 1 y 2), al realizar un analisis de la varianza, resulté un p de
0,0001. Y al ser sometido al test de Tukey, el nimero de vasos sanguineos fue
estadisticamente diferente a los dias cero, siete, y 14 del estudio.

Analisis descriptivo del lecho vascular
El area promedio de todos los cortes previos al tratamiento, fue de 3262.0953 p?.
La mayor area la presentd el caso 4 con 6920.3486 p? y la menor el caso 2 con

995.70593 p?. El promedio de area del dia 7 fue 1368.2729 n? la mayor éarea la

presenté el caso 3 con 1944.8116 p? y la menor el caso 2 con 548.08716 p°. El
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promedio del 4rea al dia 14 fue de 181.06588 p?, la mayor érea la present6 el caso 1

con 517.51917 u?, y la menor el caso 6 con 42.111221 p?.

La disminucion promedio del &rea de todos los casos entre el dia 0 y 7 fue de 58.06%;
entre el dia 7 y 14 la disminucion fue de 86.77% y entre el dia 0 y el 14 alcanz6 a 94.45%.
Al considerar los casos en forma individual, el caso con mayor disminucién de area entre el
dia 0 y 7 fue el caso 4 con un 73.08 %. La mayor disminucion entre el dia 7 y 14, la
presentd el caso 6 con un 96.43 %. Y la mayor disminucién entre los dias 0 y 14, la tuvo el
caso 6 con un 99 %. Esta descripcion es una forma objetiva de indicar la eficiencia de la
talidomida para inhibir la irrigacion

Una vez procesados los datos de las areas vasculares medidas a los distintos tiempos
predeterminados por el proyecto, mediante un andlisis de varianza, se determind que la
disminucion de estas fue significativa , con un valor de p= 0,0081 ( p< 0,05 es
significativo). Al ser sometidos los datos a un test de Tukey, este mostré que las areas al
dia cero no son estadisticamente diferentes de las areas del dia siete, asi mismo como
tampoco lo son entre el dia siete y el 14 de estudio. Sin embargo, si lo son entre los dias
cero y 14 del estudio.

Se puede deducir, entonces, que si bien existe una disminucion en el area, ésta es
importante en periodos prolongados de tratamiento. Esta disminucién lenta en relacion a
terapias antineoplasicas tradicionales, puede deberse a que las drogas antiangiogénicas,
bloguean la neovascularizacion mediante interrupcion de la proliferacion y migracion de
células endoteliales, pero no de las célula tumorales. Ademas, la literatura indica (

Carmeliet y Jain, 2000, Folkman, 2001 ), que tumores menores a 1 0 2 mm de didmetro
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pueden sobrevivir sin aporte de nuevos vasos sanguineos, y seria dificil eliminar estas
celulas tumorales s6lo con la terapia antiangiogénica.

Por estas mismas razones, las drogas antiangiogénicas deberian ser indicadas como
terapia complementaria a terapias antinoeplasicas tradicionales como la quimioterapia o la

radiacion.
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8. CONCLUSIONES

v' La Talidomida administrada en dosis de 8 mg/Kg de PC disminuy6
significativamente la actividad angiogénica en el TVT canino de ocurrencia
natural.

v' El efecto antiangiogénico de la Talidomida se manifest6 tanto a nivel de area
vascular como en el nimero de vasos sanguineos en el TVT canino de
presentacién natural.

v' La Talidomida, en la dosis y el lapso de tiempo administrada, no produjo
efectos clinicos secundarios en los pacientes. Sin embargo su uso prolongado o
en mayores dosis, requeriria de evaluaciones permanentes para monitorear la
aparicion de efectos secundarios indeseables.

v" El uso de tinciones simples como hematoxilina- eosina, asociado al analisis
morfomeétrico a través de un programa computacional, resultd ser una
metodologia facil, rapida, objetiva y confiable para la evaluacion de la

actividad angiogénica del TVT canino de ocurrencia natural.
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9. Anexos

Anexo 1: Esquema de procedimientos

Dia 0 Diasla7 Dias 8 a 14
talidomida talidomida
reduccion del
50% cada 2
dias.
Dia 7 Dia 14
1° biopsia 2% 3
1* Hemograma biopsia biopsia
y Perfil 2%°Hemo
Bioquimico gramay
Perfil
Bioquim
ico

Nota: las aplicaciones de Vincristina contintan hasta la remision completa del tumor.
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Anexo 2: Efectos secundarios esperados segiin Dimopoulos et al, Franks et al, Cappa et al

y kumar et al)

Efecto

Decaimiento

Constipacion

Neuropatia periférica

Emesis

Fiebre

Leucopenia

Neutropenia

Aumento enzimas hepaticas

Hipoglicemia
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Anexo 3 Alteraciones presentadas durante todo el periodo + valores normales

1 2 3 4 5 6 Valores normales
Alteracio
Leucocitosis 17250 6000- 17000
Neutrofilia 12338 3000- 11500
Monocitosis 2070 2009 150- 1350
Eosinofilia
Linfocitosis
Poliglobulia 18.3 18.3 12- 18
Neutropenia 2685 3000- 11500
Anemia sin respuesta 4050000 5500000- 8500000
Trombocitopenia 118000 174000 200000- 500000
Linfopenia 896 720 1000- 4800
Eosinopenia 100- 1250
Monocitopenia 150- 1350
Roulaux X
Leucopenia 7750 8000- 18000
Leptocito X X
Hipoalbuminemia 1.7 2.4 2.6-3.3
T Creatinina 1.9 1.7 0.5-1.5
7 Bilirrubina 0.6 0.8 0.1-05
{ Fibrinogeno 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2-0.4
TFA 165 1159
T NUS 34 10- 30
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Anexo 4: Alteraciones hemograma perfil al dia 14

Caso 1 2 3 4 5 6 Valores normales
Alteracion
Leucocitosis 17250 6000- 17000
Neutrofilia 3000- 11500
Monocitosis 2070 2009 150- 1350
Eosinofilia
Linfocitosis
Poliglobulia 18.3 12- 18
Neutropenia 2685 3000- 11500
Anemia sin respuesta 4050000 5500000- 8500000
Trombocitopenia 118000 174000 200000- 500000
Linfopenia 720 1000- 4800
Eosinopenia 100- 1250
Monocitopenia 150- 1350
Roulaux
Leucopenia 7750 8000- 18000
Leptocito X X
Hipoalbuminemia 1.7 2.6-3.3
T Creatinina 1.9 1.7 0.5-1.5
7 Bilirrubina 0.1-05
{ Fibrinogeno 0.1 0.1 0.2-0.4
TFA 165 1159
T NUS 34 10- 30
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