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Resumen

El tratamiento del Tumor Venéreo Transmisible canino es una practica que se realiza
hace décadas con gran efectividad. Si bien se han probado diferentes drogas, el sulfato de
vincristina es el medicamento de elecciéon para lograr la remisién de la neoplasia. Sin embargo,
los mecanismos por los que esto se logra, parecen ser mas complejos que la accién citotdxica

sobre las células neoplasicas y pudiesen tener relacion con la angiogénesis del tumor.

Asi, en este estudio se analizé el efecto de la vincristina sobre el lecho vascular del
Tumor Venéreo Transmisible de presentacion natural. Para esto, se utilizaron biopsias de
tumores de ocho perros obtenidas antes y después del tratamiento con sulfato de vincristina.
Luego, con las muestras tumorales se procedié a cuantificar el area del lecho vascular marcada
con anticuerpo anti-factor de vonWillebrand y a describir los cambios morfologicos

observados en los cortes con tinciones de Hematoxilina-Eosina y Van Gieson.

Una vez realizado el analisis estadistico, se observé una disminucién significativa
(p=0,05) del area del lecho vascular de las muestras tumorales con tratamiento al compararlas

con las muestras no tratadas.

En conclusion, el sulfato de vincristina es capaz de disminuir el area del lecho vascular
de manera significativa, sugiriendo asi tener un efecto antiangiogénico sobre el Tumor Venéreo

Transmisible del canino.



Abstract

The canine Transmissible Venereal Tumour treatment is a practice performed
with great effectiveness. Several drugs have been tested being vincristine the choice medicine
to achieve the remission of the tumour. Although, the mechanisms by which this is achieved
seems to be more complex than the citotoxic action over the tumour cells and might be related

to angiogenesis of the tumour.

Thus in this study it was analyzed the effect of the vincristine on the vascular network
of the Transmissible Venereal Tumour of natural presentation. For this, we used biopsy that
were obtained from eight dogs before and after of the treatment with the vincristine. Then, it
was proceeded to the quantification of the area of the vascular network delimited with the
antibody anti vonWillebrand factor followed by the description of morphological changes

observed in the in stained slices with Hematoxilina-Eosina and Van Gieson.

Once realized the statistic analyses, it was observed a significant diminution (p=0,05) of
the vascular network area of the samples of the tumour with treatment phase compared with

their counterpart before the treatment.

In conclusion, the vincristine is capable of diminish the area of the vascular network in
a significant way, suggesting an antiangiogenic effect in the Transmissible Venereal Tumour of

the canine.



1. Introduccion

El lecho vascular esta compuesto por un sistema organizado en arterias, capilares y
venas, los cuales permiten un aporte continuo de sangre a todos los tejidos del cuerpo. La
formaciéon de los vasos sanguineos es un proceso complejo que implica la interaccién

perfectamente coordinada de multiples factores.

La formacién de dichos vasos comprende dos procesos distintos: la vasculogénesis y la
angiogénesis. La vasculogénesis supone la formaciéon de vasos sanguineos en un tejido
previamente avascular, mientras que la angiogénesis se basa en la produccién de capilares

nuevos a partir de vasos preexistentes (Carmeliet y Jain, 2000).

Esos eventos son fundamentales para muchos procesos fisiologicos como el desarrollo
embrionario, el ciclo menstrual y la cicatrizaciéon de heridas. Sin embargo, esta actividad
también se observa en procesos patolégicos como el cancer, las enfermedades cardiovasculares

y la diabetes.

La neovascularizacion esta gatillada por multiples causas como factores
proangiogénicos y antiangiogénicos, cambios genéticos y alteraciones tisulares. El proceso
angiogénico debe ser estrechamente regulado, para lo cual es necesario que las diferentes
moléculas proangiogénicas y antiangiogénicas, se encuentren en un equilibrio dinamico
(McNamara et al, 1998). Cuando este equilibrio se rompe, se establecen condiciones que

facilitan el desarrollo de enfermedades, entre ellas el cincer.



En el campo de la medicina veterinaria, las neoplasias son patologias cada vez mas
frecuentes. Asi, los tumores han dejado de ser un hecho aislado entre los animales de
compafia, siendo el de mayor presentacion en la Region Metropolitana el tumor venéreo
transmisible (TVT) canino (Flores ez al, 1989). E1 TVT es una neoplasia de células redondas e
indiferenciadas que se trasplantan alogenicamente entre los individuos, afectando a la familia

de los canidos (Mizuno ez al., 1996).

Una de las alternativas para el tratamiento de las neoplasias es la quimioterapia, y como
se sabe, no siempre es inocua para los pacientes. Hoy en dia se investiga la manera de abordar
a los tumores con técnicas mas selectivas, que ataquen directamente a las células neoplasicas y
tengan el minimo efecto téxico sobre el resto de la poblacién celular. Esta bisqueda ha llevado
a la aparicion de un nuevo blanco al cual atacar: la angiogénesis, proceso fundamental mediante

el cual el tumor es capaz de crecer.

El tratamiento quimioterapéutico de eleccion para el TVT es el sulfato de vincristina,
droga que en dosis terapéuticas provoca la remisioén de la masa tumoral. Sin embargo, y a pesar
de la gran irrigacion que caracteriza esta neoplasia, no hay estudios de los efectos de la
vincristina sobre el lecho vascular de este tumor, por lo tanto, el objetivo de este proyecto es
estudiar los cambios morfométricos de los vasos sanguineos antes y durante el tratamiento con

sulfato de vincristina.



2. Revision Bibliografica

2.1. Angiogénesis

2.1.1. Antecedentes generales

En 1935 Hertig y colaboradores acufiaron por primera vez el término angiogénesis,
para describir la formacién de nuevos vasos sanguineos en la placenta. Estudios realizados
desde 1970 -afio en que se aislé por primera vez un factor angiogénico de un tumor-
permitieron sustentar la hipdtesis propuesta por Folkman en 1971 (Lopez-Graniel y Meneses,
2000) la cual postulaba que el crecimiento tumoral es angiogénesis dependiente (Folkman,

1971; Folkman, 2000).

Las células mamiferas requieren de oxigeno y nutrientes para su sobrevivencia, por lo
tanto se ubican no mas alla de 100 a 200 um de los vasos sanguineos, distancia limite para la
difusién del oxigeno. De esta manera, cualquier crecimiento multicelular mas alla de esta
distancia debe reclutar nuevos vasos sanguineos ya sea por vasculogénesis o angiogénesis

(Carmeliet y Jain, 2000).

La vasculogénesis es la formacién de vasos sanguineos a partir de células
indiferenciadas. Esta es iniciada por células madre conocidas como hemangioblastos, que se
diferencian para formar células hematopoyéticas y angioblastos. Estas ultimas, son las que
proliferan y se diferencian para formar la red primitiva de vasos sanguineos llamado plexo

vascular primario (Risau, 1997; Bergers y Benjamin, 2003). Los angioblastos se unen a los



pericitos, células perivasculares que recubren los capilares y demas vasos sanguineos; en los
vasos mayores, las células perivasculares forman mdusculo liso (Escobar, 2002). Si bien la
vasculogénesis se produce principalmente en el embridon, también estd involucrada en la
vascularizaciéon de algunos tumores sélidos (Jain, 2003; Bergers y Benjamin, 2003). En este
caso, células precursoras endoteliales pueden ser movilizadas desde la médula 6sea y
transportadas a través del torrente sanguineo para ser incorporadas en las paredes de los vasos

en crecimiento.

Por su parte, la angiogénesis, es el surgimiento de nuevos vasos a partir de vasos
preexistentes (McNamara e al, 1998; Griffioen y Molema, 2000; Sanchez, 2001; Bergers y
Benjamin, 2003), lo que es una sucesion de eventos fundamentales para muchos procesos
fisiolégicos, asi como también para patologicos. Se trata de un proceso dinamico que es
estrechamente controlado por un gran nimero de factores proangiogénicos y antiangiogénicos.
Este ajustado balance entre ambos tipos de factores, mantiene a los endotelocitos
normalmente en estado de quiescencia y sélo bajo ciertas condiciones fisiologicas entran en

actividad (Denekamp, 1993; Folkman, 1995; Bergers y Benjamin, 2003).

El crecimiento del tejido normal, el desarrollo embrionario, la cicatrizacién de heridas y
el ciclo menstrual son procesos fisioloégicos que se caracterizan por la dependencia de la
formacion de nuevos vasos sanguineos para el suministro de oxigeno, nutrientes y la excrecion
de productos de desecho (Griffioen y Molema, 2000; Bergers y Benjamin, 2003). Asi, durante
la angiogénesis fisiologica se forman nuevos vasos sanguineos que rapidamente maduran y se

vuelven estables (Bergers y Benjamin, 2003). A diferencia de lo anterior, en la angiogénesis



patolégica se ha perdido el adecuado balance entre los factores proangiogénicos y

antiangiogénicos (Bergers y Benjamin, 2003).

Entre las patologias asociadas a deficiente vascularizacion se encuentran: la cardiopatia
isquémica y la isquemia de las extremidades en diabéticos. En otras enfermedades, la
angiogénesis excesiva es parte de patologfas como: cancer (sélidos y hematolégicos),
inflamacién cronica (artritis reumatoidea), diabetes (retinopatia diabética), psoriasis,
endometritis, sindrome del ovario poliquistico y adiposidad (Griffioen y Molema, 2000). De
ésta manera, células endoteliales que normalmente muestran un recambio que puede durar
hasta afios (Denekamp, 1993), pueden proliferar en cuestion de dias si existe un desbalance a

favor de los factores angiogénicos (Folkman, 1995).

Hay varios factores que pueden romper el equilibrio o activar el interruptor de la
angiogénesis, siendo la disminucién de la presion de oxigeno el principal estimulante de la
formacion de nuevos vasos sanguineos. La hipoxia genera en el citoplasma celular un factor de
transcripcion inducible que se trasloca en el nicleo para activar el elemento de respuesta a la
falta de oxigeno, mecanismo observado en la isquemia tisular, en el desarrollo de la
vascularizaciéon embrionaria (Escobar, 2002) y en la angiogénesis de los tumores. Este proceso
provoca la secrecion de factores proangiogénicos, principalmente el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y estimula la formacién de nuevos vasos para suplir la necesidad de
oxigeno. Una vez reestablecida la tensiéon de O, se inhibe la producciéon de factores

proangiogénicos y se vuelve al equilibrio inicial.



Otros detonantes son la disminuciéon de pH, hipoglicemia (factores metabdlicos),
tension mecanica (generado por las células en proliferacion), respuesta de células inflamatorias
y mutaciones genéticas (activacion de oncogenes o inhibiciéon de supresores de éstos)

(Carmeliet y Jain, 2000).

Segun lo expuesto por Griffioen y Molema en el 2000, la angiogénesis es un proceso

complejo que comprende tres etapas:

1. Activacion celular: La angiogénesis se gatilla rapidamente ante estimulos como hipoxia
o condiciones de isquemia. Estos estimulos actian sobre las células endoteliales,
tumorales, inflamatorias o macréfagos induciendo la produccién de factores pro
angiogénicos, como el VEGF, los cuales a su vez inducen —por medio de éxido

nitroso- vasodilataciéon y permeabilidad vascular.

2. Migraciéon y proliferacion celular: Las células endoteliales ya activadas -y a través de
metaloproteinasas (MMPs)- inducen la degradacién de la membrana basal (MB) y la
matriz extracelular (MEC). En esta etapa, juega un rol muy importante el factor de
crecimiento fibroblastico basico (FGF @), el cual incrementa la motilidad y potencia la
proliferaciéon celular. Ademas, modula el nivel de integrinas, encargadas de activar la

adhesion de las células y la MEC.

3. Maduracién de la neovasculatura: Las células endoteliales interactian con células
mesenquimaticas y la MEC -lo que es prerrequisito para formar una vasculatura

estable-. En esta etapa también actian varios factores, entre éstos, el factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que es mitégeno y quimiotactico de células
mesenquimales; y el factor de crecimiento fibroblastico acido (FGF-a) que induce la
diferenciaciéon celular y la formacion del tubo vascular. En ésta etapa son reclutados
precursores celulares de fibras de musculo liso y pericitos los que finalmente maduran y

se depositan en la MB cesando el crecimiento del nuevo vaso.

2.1.2. Factores angiogénicos

Desde que Judah Folkman identificé el primer factor angiogénico en los afios 70, se
han descrito muchos factores que bien favorecen o inhiben la angiogénesis. Algunos de los
principales reguladores proangiogénicos incluyen factores de crecimiento tales como el VEGFE,
el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y los factores de crecimiento transformantes
alfa y beta (TGF-a y TGF-8) (Griffioen y Molema, 2000). Otros factores son la interleuquina-8
(IL-8), la leptina y la angiogenina. Entre los factores que limitan la angiogénesis —factores
antiangiogénicos- se encuentran la angiostatina, la endostatina, la trombospondina-1 (Beecken
et al., 2005), angiopoyetina-2 (Folkman, 2000), el interferéon o y la intetleuquina-12 (IL-12)
(McNamara ez al., 1998). Si bien se ha identificado la funcién de algunos de ellos, no esta claro
el papel que desarrollan muchos de estos factores. Estas moléculas proangiogénicas y
antiangiogénicas son emitidas por células cancerigenas, endoteliales, sanguineas y células de la

MEC, entre otras (Carmeliet y Jain, 2000).

El VEGF es el mas potente factor angiogénico directo conocido (McNamara e/ al,
1998). Es una proteina homodimérica de 34-46-kDa producida por varios tipos celulares en

respuesta a diferentes estimulos. Esta proteina actia sobre las células endoteliales vasculares
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uniéndose a receptores transmembrana especificos, activando rutas de transduccion de sefiales
que dan lugar a una cascada de efectos. Ademas, el VEGF tiene efectos sobre las células
endoteliales linfaticas y las células efectoras inmunitarias (Gardiner-Caldwell Communications,
2004). La actividad del VEGF esta determinada a través de la induccion o la supresion del gen

del VEGF (McNamara ez al., 1998).

La importancia del VEGF queda ilustrada por su papel fisiolégico en la embriogénesis
y en el crecimiento postnatal temprano, asi como por su importante papel en varias
enfermedades, en particular el cancer. En pacientes con ésta patologfa, los niveles de VEGF se
encuentran elevados, tanto en la circulacion como en el tejido tumoral. Esto refleja el hecho
que los tumores -que tienden a ser hipoxicos- generan un entorno local que estimula la

produccion de VEGF (Gardiner-Caldwell Communications, 2004).

Se ha descrito una asociacion significativa entre los niveles de VEGF en el plasma, la
etapa de la enfermedad y las metastasis. Asi, los tumores desarrollan metastasis cuando las
células tumorales invaden el sistema vascular o linfatico y se desplazan a una zona distante
donde se siembran y crecen. Estas observaciones sugieren que angiogénesis y linfangiogénesis,
que son inducidas por el VEGEF, son relevantes para las metastasis tumorales (Gardiner-

Caldwell Communications, 2004).

Entre los factores antiangiogénicos mas conocidos se encuentra la angiostatina,
fragmento de 38-kDa capaz de inhibir angiogénesis, permitiendo que las células endoteliales
entren en estado de quiescencia (McNamara ez a/., 1998). Una ventaja sobre la quimioterapia es

que la angiostatina no tiene efecto sobre las células tumorales y por lo tanto no genera
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resistencia de las células neoplasicas como ocurre con la quimioterapia convencional (Escobar,

2002).

2.1.3. Angiogénesis tumoral

Se considera que existen dos fases intrinsecas al desarrollo de la neoplasia (Lopez-
Graniel y Meneses, 2000), una fase prevascular y otra vascular, propiamente tal:

- La primera o fase prevascular ha sido descrita ampliamente en estudios de lineas

celulares de carcinomas de cérvix, vejiga y mama, la cual puede persistir por afos y

usualmente se asocia con crecimiento limitado del tumor y sin capacidad de hacer

metastasis.

- La segunda o fase vascular se caracteriza por una rapida multiplicacion de las células

tumorales y neoformaciéon de vasos sanguineos de forma acelerada.

LLa mayoria de los tumores se desarrollan de una lesion primaria “zz sit2”’, no mayor de 2
a 3 mm de diametro, de proceso asintomatico, que puede permanecer totalmente avascular por
meses o anos (Beecken ez /., 2001) antes que el aporte de nutrientes llegue a ser limitado desde
los vasos sanguineos circundantes (Gimbrone e /., 1972) y no continuara su crecimiento hasta
que desarrolle la capacidad de formar su propia red vascular (Dameron ez a/., 1994). Asi, un
pequefo grupo de células tumorales cambia a un fenotipo angiogénico y se inicia una rapida
vascularizacion (Escobar, 2002). Esta induccion inicial de la vasculatura se denomina “switch
angiogénico”, el que depende del tipo tumoral y del ambiente que lo rodea (Bergers y
Benjamin, 2003). De esta manera, la angiogénesis, que tiene funciones limitadas en los

organismos adultos, contribuye de forma importante en el desarrollo de las neoplasias.
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El grado de angiogénesis logrado por una neoplasia es el resultado de la compleja
interaccion entre células tumorales, células endoteliales, pericitos, el reclutamiento de células

inmunes y la produccién de todas éstas células actuando en los sistemas autocrino y paracrino

(McNamara ez al., 1998).

Estos nuevos vasos presentan estructuras y funciones anémalas, generalmente
ineficientes, que provocan amplias zonas de hemorragia, induccién de apoptosis y necrosis
central del tumor. Poseen forma irregular (Chang ez al., 2000), son dilatados, con didmetros
desiguales y tortuosos (Folkman, 2000). Segin lo expresado por Bergers y Benjamin (2003),
estos vasos son fenestrados y propensos a hemorragias, debido a que son mas permeables de
lo normal y no siempre interconectados, ademas, carecen de organizacion en vénulas, arteriolas
y capilares como se observa en la vasculatura normal. Por otra parte, estos vasos sanguineos
tumorales nunca se vuelven inactivos permitiendo el constante crecimiento de los mismos, con

lo que perpetian el desarrollo tumoral (Bergers y Benjamin, 2003).

La angiogénesis no solo es fundamental para el crecimiento tumoral si no que ademas
define su agresividad ya que le dara autonomia para poder crecer, ser invasivo y capaz de
metastizarse (McNamara e al, 1998; Beecken e al, 2001). Asi y como en los tumores
primarios, la metastasis también es angiogénesis dependiente (Weidner e a/, 1991; McNamara
et al., 1998; Beecken ef al., 2001). De hecho, el riesgo de metastasis en algunos tumores —como
el cancer de mama- puede predeterminarse a través de la densidad de la microvasculatura del

tumor primario (Beecken e al, 2001).
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2.1.4. Terapia antiangiogénica

LLa buasqueda de nuevas terapias contra el cancer ha demandado grandes esfuerzos en el
mundo cientifico, ya que las neoplasias son la segunda causa mas importante de mortalidad en

la poblacién humana después de las enfermedades cardiovasculares (Gonzalez, 1994).

La absoluta dependencia tumoral de la angiogénesis para poder crecer mas alla de un
tamafio milimétrico, llevé a crear el concepto de “terapia antiangiogénica” como una nueva
alternativa (Folkman, 1995) o complemento a las terapias anticancerosas actualmente

conocidas (Beecken ez al., 2001).

El objetivo que se persigue con la aplicaciéon de un tratamiento antiangiogénico es
reducir y mantener los tumores como grupos celulares pequefios y relativamente “estables”,
que tengan un potencial mitético limitado para que sean mas susceptibles al ataque
inmunolégico (Folkman, 1971; Uht, ez al., 1997), asi como mas vulnerables a la quimioterapia y

radioterapia (Teicher ez al., 1994; Teicher ez al., 1996; McNamara ef al., 1998).

Seguin McNamara et al, (1998), las terapias antiangiogénicas pueden actuar de manera
directa o indirecta sobre la angiogénesis:

- PFactores antiangiogénicos directos: Dentro de este grupo se reconocen soélo dos

factores: angiostatina y endostatina. Estos actian de manera directa mediante la

inhibicién de la proliferacion de las células endoteliales vasculares. Ambos factores han

demostrado en distintos estudios que son capaces de reducir el crecimiento tumoral.
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- Factores antiangiogénicos indirectos: Entre éstos encontramos interferén o y 3, 1L-
12, entre otros. En este caso, la terapia actua influenciando el microambiente de la
neoplasia el cual regula la angiogénesis tumoral y asi, indirectamente, influencia en el
desarrollo del endotelio vascular. La mayoria de los agentes antiangiogénicos

pertenecen a este tipo de factores.

Sin embargo, y si bien en un comienzo se crefa que los factores antiangiogénicos eran
efectivos sélo después de producida la neovascularizacion, se ha demostrado que al menos un
inhibidor angiogénico -angiopoyetina 2- puede actuar antes que el tumor comience a producir
sus propios vasos y asi conducir a la erradicaciéon del tumor naciente. Este hallazgo nos lleva a
un nuevo concepto de terapia antiangiogénica: la prevencion del cancer en pacientes con alto

riesgo de contraer la enfermedad (Folkman, 2000).

Independiente de si la terapia antiangiogénica actua de manera indirecta, directa o
preventiva, hay que considerar también el fenotipo de cada neoplasia. Asi, cada tumor tiene un
unico y complejo microambiente dictado por su histologifa y su sitio de implantacion, ademas,
dentro de cualquier tumor la heterogenicidad aumenta debido a variaciones en la densidad del
estroma, grado de diferenciaciéon del tumor, hipoxia y citokinas del mismo, entre otros,
(McNamara ez al., 1998) por lo que para hacer una terapia antiangigénica exitosa es posible que

se necesiten dos o més factores antiangiogénicos combinados (Beecken e7 a/., 2001).

Debido a que los agentes antiangiogénicos son mas citoestaticos que Citotoxicos
(McNamara ef al., 1998), la finalidad de estos puede diferir de las quimioterapias corrientes.

Conjuntamente, la aplicaciéon de una terapia antiangiogénica y una quimioterapia citotdxica no
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son mutuamente excluyentes, ya que ambas van dirigidas a diferentes blancos celulares, por lo
que su combinacion es una util herramienta contra los tumores (Rosen, 2000; Hurwitz, ez al,

2005).

Asi, agentes angiogénicos como el VEGF, tienen la capacidad de aumentar la
permeabilidad vascular (Folkman, 2000), lo que se traduce en un aumento de la presion
intratumoral y como consecuencia, genera una pobre distribucion de los agentes
anticancerigenos dentro del tumor. Si se disminuye la presiéon intratumoral y se provoca la
regresion de la vasculatura de la neoplasia mediante el empleo de farmacos antiangiogénicos, se
puede favorecer una penetracion mas efectiva de los agentes citotdxicos (McNamara e/ al,
1998; Griffioen y Molema, 2000; Jain, 2003) logrando asi una terapia conjunta. El mecanismo
de acciéon de algunos de estos compuestos no es completamente entendido, aunque sus
propiedades antiangiogénicas han sido demostradas en modelos animales y en pruebas “/n
vitro”. Bl definir el mecanismo de accién especifico permanece como una pregunta abierta en

muchos casos (Rosen, 2000).

2.1.5. Factor de vonWillebrand

La angiogénesis puede ser medida por microscopia de luz, a través de la cuantificacion
de los vasos sanguineos que se encuentran presentes en areas de gran densidad vascular en los
tejidos. El recuento de microvasos en una secciéon de tumor, da una estimacion del resultado
neto o fase de la angiogénesis o angioregresion por la que pueda estar cursando la neoplasia.
Segun Vermeulen et al., (2002), el fundamento de contar microvasos en areas donde existe

numerosa microvascularizacion, es que estas areas son originadas desde los clones de las
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células tumorales con el mayor potencial angiogénico y consecuentemente, facilitando el

crecimiento tumoral.

Los vasos sanguineos pueden ser detectados por la aplicacion de anticuerpos con
afinidad por epitopos especificos de las células endoteliales, tales como el factor de
vonWillebrand (vWTF), CD31 y CD34, entre otros (Hanahan y Folkman, 1996; Gleich e al,
1997; Lopez-Graniel y Meneses, 2000; Vermeulen ez o/, 2002). Aunque opiniones como cual de
los marcadores inmunohistoquimico ofrecen los mejores resultados en términos de
cuantificacioén de angiogénesis son conflictivas, vWFE y CD31 son los mas recomendados por la
literatura (Gleich e al., 1997; Vermeulen ef al., 2002; Freitas ez al., 2005). No obstante, cuando
anticuerpos como vWF son usados para detectar células endoteliales, se recomienda al menos

la medicién de 5 campos microscopicos por seccion (Vermeulen ef al., 2002).

El vWF es una glicoproteina multimérica codificada por un gen del cromosoma 12.
Posee un tamafio de 450 a mas de 10.000 kDa de peso molecular, sin embargo, su tamano
molecular final esta dado por enzimas con actividad metaloproteasas sobre la cadena peptidica
del vWF (Gil-Bazo et al., 2003a). Esta glicoproteina es sintetizada como un precursor llamado
pro-vWE, por células del endotelio vascular, por megacariocitos y esta contenido en plaquetas
(Mannucci, 1998; Gil-Bazo e¢f al., 2003b). Durante la biosintesis del vWFE en la célula endotelial,
la proteina vWF es ensamblada en multimeros que son almacenados en granulos secretotios,
llamados cuerpos de Weibel-Palade (Ewenstein ez a/., 1987). En circulacion, el vIWF interviene
de forma indirecta en la via intrinseca de la coagulaciéon como portador del factor VIII -factor

anti hemofilico- (Gil-Bazo e# al., 2003a).
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2.2. Tumor Venéreo Transmisible Canino

2.2.1. Antecedentes generales

El tumor venéreo transmisible (TVT) canino fue descubierto por el veterinario ruso
Novinsky en 1876 (Amariglio ez al., 1991; Das y Das, 2000). Sin embargo, Stiker fue el primero
en describirlo -en la primera década del siglo veinte-, de ahi que se le conoce como sarcoma de
Stiker. También es conocido como tumor venéreo transmisible, granuloma venéreo, condiloma
canino, sarcoma infeccioso (Gurel ef al., 2000), sarcoma venéreo transmisible (Mizuno ¢# al.,
1996) y linfosarcoma transmisible (Martins e al, 2005). Este tumor, ampliamente
documentado, también ha sido descrito como un tumor reticuloendotelial benigno (Martins ez

al., 2005).

Esta es una neoplasia de células redondas (Mizuno ez al, 1996), cuyo origen exacto
permanece desconocido. Sin embargo técnicas inmunohistoquimicas recientes sostienen la idea

de un origen histiocitico (Rogers, 1997; Vergara, 2001).

El'TVT canino es una enfermedad de transmisioén sexual que generalmente afecta a los
organos genitales externos de los perros (Amariglio e al., 1991; Mizuno et al., 1996) y en su
presentacion natural sélo afecta a la familia de los canidos (Rogers, 1997). Este se caracteriza
port ser el unico tumor conocido que puede ser transplantado de manera natural (Amariglio e#
al., 1991; Gonzalez et al., 2002) como un aloinjerto superando la barrera del complejo mayor de

histocompatibilidad dentro de la misma especie, e incluso en otros miembros de la familia de
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los canidos, como zorros, coyotes, lobos (Booth, 1994; Park e7 al., 2000) y chacales (Gurel ez al.,

2000).

Esta patologia se encuentra distribuida por todo el planeta, sin embargo, es de mayor
incidencia en areas geograficas de climas templados a calidos (Pérez e al, 1978).
Particularmente, se observa en ciudades y zonas rurales del sur de Estados Unidos, América
del Sur y Central, sureste de Europa, Irlanda, Japon, China, en el Medio y Lejano Oriente y
partes de Africa (Higgins, 1966). En Turquia (Gurel ¢ a,, 2000) y en Japén también se indica
como el tumor mas comun de los perros (Tateyama ez a/., 1986). Si bien en paises desarrollados
es considerado como una enfermedad presente, es de baja prevalencia (2.64%) (Ortega-

Pacheco ¢t al., 2003).

Su presentacion es generalmente en perros jovenes (1 a 6 afos) lo que se puede explicar
por su mayor actividad sexual y en perros mestizos por su tendencia a vagar por las calles, lo
que aumentarfa la posibilidad de contagio (Flores ez al., 1989). Ademas, se ha descrito en mayor

proporcién en hembras que en machos (Sousa ef al., 2000).

Algunos investigadores indican que el TVT posee un patrén de crecimiento predecible,
ya que en la naturaleza y en casos experimentales posee una fase de crecimiento progresivo,
fase estatica y fase de regresion (Chu ef al., 2001; Mukaratirwa y Gruys, 2003). Otros autores
proponen que el TVT en un comienzo, crece rapidamente y luego tiene una fase estatica
temporal, con eventuales procesos de regresion espontanea luego de varios meses (Park ez al.,
2000). En los casos en que existe regresion, la misma estd asociada a incrementos de

infiltracién linfocitica tumoral y es caracterizada por el aumento de apoptosis y fibrosis tumoral
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(Torres, 1999; Park et al, 20006). Sin embargo, y como no existen datos precisos sobre la
presentacion de regresion espontanea en la enfermedad natural (Brown ez a/, 1980) el

tratamiento de esta enfermedad es una practica que no ha podido abandonarse.

2.2.2. Presentacion clinica

Las membranas mucosas de los genitales externos constituyen las zonas de
presentacion mas frecuente de la patologia (Flores ef al, 1997; Park et al, 2006). Menos
comunmente, el tumor puede también ser transplantado a la cavidad nasal u oral, la piel,
paladar blando (Booth, 1994) y al recto como consecuencia de olfateo, lamido (Park ez al,

2000) o rasguno (Gurel ez al., 2000).

En 6rganos genitales y durante la fase de crecimiento rapido del tumor, su color es rojo
brillante debido a su extensa vascularizaciéon. A menudo exuda un fluido serosanguinolento o
simplemente hemorragico y eventualmente llega a ulcerarse, con apariencia necrética. La
descarga es continua desde los genitales externos, cayendo al piso, alfombras e incluso ropas,
siendo una gran molestia para el propietario (Das y Das, 2000). Ademas de la descarga genital,
se puede presentar deformaciéon en el area, hedor anormal y masas visibles con forma de
coliflor (Rogers, 1997; Gurel et al., 2000; Das y Das, 2000) y de consistencia friable. En las
zonas extragenitales, el tumor suele presentarse como noédulos con dlceras de distintos
tamafos que pueden invadir mucosa y submucosa (Gurel ez a/, 2000). Si la presentacion es

nasal, se produce descarga sanguinolenta o -en casos muy avanzados- deformacién del rostro

(Rogers, 1997).
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Las metastasis se desarrollan en menos del 5 % de los casos (Yang, 1987) lo que
coincide con un estudio realizado en perros en los cuales se inocularon células de TVT en
pulmones y sélo en el 3 % de los casos se presentaron metastasis de los tumores desarrollados
(Ahrar et al., 2002). Sin embargo, Dass y Sahay en 1989 describieron un porcentaje un poco
mayor, un 7 %. Por otra parte, se ha indicado que el desarrollo de metastasis sélo se observa en
perros inmunosuprimidos y en cachorros (Amariglio ez al., 1991; Chu, ez al., 2001; Mukaratirwa

y Gruys, 2003) o animales mal nutridos (Park ez a/., 2000).

Las metastasis se han detectado en érganos como: tonsilas, ojos, pulmoén, higado, bazo,
rifién, musculos (Park ez al, 2006), cerebro (Gurel ef al., 2000), hipofisis y médula dsea (Martins

et al., 2005), que se han diseminado a partir de un tumor genital primario (Park ez /., 2000).

2.2.3. Diagnostico

El diagnoéstico se realiza en base a la historia clinica, examen fisico y hallazgos
citolégicos. La biopsia para el estudio histopatologico del tumor es el método mas confiable

para el diagnéstico (Das y Das, 2000).

La observacion citolégica del frotis de la zona tumoral -en fase progresiva-, revela la
presencia de células tumorales, células epiteliales, eritrocitos, bacterias (en algunos casos),
neutréfilos y linfocitos. Las células de TVT presentan forma redondeada a ovoide, con el
nacleo hipercromatico, cromatina marginal y nucleolos grandes ubicados centralmente. El
citoplasma es abundante, palido, moderadamente baséfilo y con numerosas vacuolas (Yang,

1987; Gurel et al., 2000; Duarte, 2002). En frotis tomados de tumores que presentan ulceracion
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y hemorragia superficial, se pueden apreciar bacterias, neutréfilos y eritrocitos (Nak ef al,

2005).

En biopsias del tumor, las células se caracterizan por ser redondas, con pequefias
vacuolas citoplasmaticas, numerosas figuras mitéticas y la presencia de abundante cantidad de
células inflamatorias como linfocitos, macréfagos, células plasmaticas y neutrofilos. El estroma
tumoral es escaso y rodea a las células separandolas en lobulillos (Booth, 1994; Rogers, 1997;

Gonzalez et al., 2000).

Por el hecho de considerar al TVT un tumor de células redondas, debe contemplarse el
diagnostico diferencial con linfoma cutaneo, histiocitoma cutineo y mastocitomas (Booth,

1994; Gurel et al., 2002).

2.2.4. Tratamiento y Vincristina

Desde hace décadas el tratamiento de eleccion para el TVT ha sido la quimioterapia.
Esto debido principalmente a que otras terapias antitumorales como la radioterapia, que pese a
ser efectiva, necesita de personal especializado y del equipo requerido para este procedimiento
(Cotchin, 1974). En caso de tumores quirdrgicamente accesibles, la recurrencia posterior a la
cirugia es frecuente (Katlson y Mann, 1952). Ademas, la escision quirdrgica del TVT es
recomendada solamente para presentaciones nodulares o pedunculadas, pequenas y aisladas
(Flotes et al., 2000). Por otra parte, la inmunoterapia también ha sido estudiada con algunas
respuestas satisfactorias, sin embargo, los resultados han sido esporadicos y la recurrencia

frecuente (Rogers, 1997).
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Para la realizacion de la quimioterapia se ha utilizado preferentemente la vincristina, un
alcaloide extraido de la planta “17nca Rosea Linn”. Asi, los alcaloides de la vinca son agentes
especificos del ciclo celular, bloquean la mitosis y producen detencién en la metafase por su
capacidad para unirse en forma especifica a la tubulina y de esta manera bloquean la facultad de
las proteinas para polimerizarse en los microtibulos (Goodman, 1991) imposibilitando la

formacién del huso mitdtico.

Los agentes que se unen a tubulina, como la vincristina, basan su actividad en la
diferente sensibilidad de las células endoteliales de los tumores, en comparaciéon con los
endoteliecitos de tejidos normales, que no proliferan. “iz vitro”, en células endoteliales
inmaduras o que se encuentran en proliferacion, estos agentes rapidamente modifican el
citoesqueleto de tubulina alterando la permeabilidad de la membrana (Taraboletti ez al., 2005) y
deformando las células, la cuales se retraen y adoptan una forma redondeada (Micheletti ez a/,
2005). “In vivo”, se gatilla una cascada de eventos que llevan finalmente a una pérdida de la
integridad vascular del tumor, reduccién del flujo sanguineo, disminucién del volumen vascular
del mismo y la oclusién de los vasos (Davis ez al, 2002; Micheletti ez al., 2005). Todo esto
resulta en una necrosis central masiva del tumor, con una delgada periferia de células viables
remanentes, siendo ésta la reaccion caracteristica de las drogas que se unen a tubulina (Blakey ez
al., 2002; Siemann y Rojiani, 2002). Sin embargo, estas células tumorales viables pueden
repoblar el tumor y asi reanudar el crecimiento tumoral, por lo que es necesario repetir el

tratamiento (Blakey e a/, 2002; McCarty et al., 2004).

En TVT canino, el uso de la vincristina, ha sido descrito en combinacién con otros

agentes antitumorales en dosis de 0.025 mg/Kg semanalmente hasta la remisiéon del tumor,
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con un 100% de efectividad y sin volver a presentarse (Brown ez 4/, 1980). Posteriormente, se
evidencié que su uso por si sola, en igual dosis, presenta menos efectos colaterales y no
requiere de una medicacion anexa. Ademas, es el tratamiento de eleccion cuando se trata de
TVT multifocal o que presenta metastasis (Calvert ef al, 1982). Por lo tanto, la terapia sélo con
vincristina -administrada via endovenosa en una dosis semanal de 0.03 mg/Kg hasta la
remision- hoy en dia es el mas efectivo, seguro y conveniente agente quimioterapéutico, dando
como resultado la cura de la enfermedad incluso en pacientes que presentan metastasis extra

genitales (Amber e7 al., 1990; Lombardi, 1995; Singh ez al., 1996; Flores ef al., 2000).

Los efectos del tratamiento con vincristina se observan en los frotis como una
disminucién del nimero de células de TVT y con un aumento de células tumorales en
degeneracion, es decir, células con la cromatina agrupada, el nucleo deformado, los bordes
celulares poco nitidos y vacuolizacion citoplasmatica. Después de la tercera semana de
tratamiento, casi todas las células tumorales presentan gran cantidad de vacuolas (Nak e a/,

2005).

Histopatolégicamente, en respuesta a la quimioterapia, el tumor presenta células
tumorales dispuestas en grupos mas pequefios que lo observado previo al tratamiento, muchas
de ellas en proceso degenerativo, rodeadas de abundante tejido conectivo, principalmente de

tipo fibrético y una marcada infiltracion linfocitaria (Torres, 1999; Gonzalez ef al., 2000).

Los efectos secundarios observados durante el tratamiento con vincristina, en general
han sido leves pudiendo causar: mielosupresion, leucopenia, efectos gastrointestinales y

vomitos en un 5 a 7 % de los pacientes tratados e injuria tisular local, debido a extravasacion
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del agente al momento de la administraciéon (Rogers, 1997). Ademas, algunos estudios
demuestran que la vincristina tiene efectos degenerativos moderados en los testiculos con
alteraciones espermaticas, disminucién de la motilidad y de la concentracién de los mismos. Sin
embargo, la normalidad retorna luego de 15 dia de finalizado el tratamiento (Martins e al,

2005).

Como se menciond anteriormente, el tratamiento quimioterapéutico de eleccion para el
TVT es el sulfato de vincristina, droga que en dosis terapéuticas provoca la remision de la masa
tumoral. Sin embargo, y a pesar de la gran irrigacién que caracteriza esta neoplasia, no hay
estudios de los efectos de esta droga sobre la vasculatura tumoral. Por lo tanto, el objetivo de
esta memoria de titulo fue determinar, en el TVT canino como modelo biolégico, el posible
efecto antiangiogénico del sulfato de vincristina, a través de la cuantificacion del area
inmunomarcada de células endoteliales mediante la expresion de vWF, después de la

quimioterapia.
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3. Objetivos

Objetivo General:
-Analizar morfométricamente el comportamiento vascular del tumor venéreo

transmisible del canino, en fases de progresion y regresion inducida por vincristina.

Objetivos Especificos:

Detectar y cuantificar morfométricamente el lecho vascular inmunomarcado en el TVT
canino, antes y después del tratamiento con sulfato de vincristina.

Comparar el lecho vascular del TVT canino en fase progresiva y regresiva inducida por
vincristina.

Describir histolégicamente las caracteristicas de los vasos presentes en ambas fases

tumorales.

27



4. Material y método

4.1. Material

4.1.1. Biolégico

Se utilizaron 8 tumores de TVT, de perros adultos, mestizos de ambos sexos y
maduros sexualmente, con edades que fluctian ente 1 y 10 afios, que fueron diagnosticados
clinicamente por el Servicio de Cirugia de pequefios animales de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile y confirmado por el Servicio de

Histopatologia de esta misma Facultad.

4.1.2. Anticuerpos

Reactivos para inmunohistoquimica:

e Anticuerpo primario: anti-factor de vonWillebrand (Rabbit Anti-Human,

vonWillebrand Factor. Code No A0082. DAKO A/S, Produktionsvej.42, DK-

2600 Glostrup, Denmark).

e Anti-anticuerpo secundario de conejo (Swin anti-Rabbit immunoglobulins.

Code No: E0353. DAKO A/S, Denmark).
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e Amplificador de reaccién: conjugado estreptovidina/peroxidasa (Streptavidin.

Code No: P0397. DAKO A/S, Denmark).

e Sustrato cromoégeno: 3,3-diaminobenzidine (DAB) (DAKO Liquid DAB
Substrate-Chromogen System. Code No: K3465. DAKO Corporation,

Carpinteria USA).

4.2. Método

De cada animal se obtuvo una primera muestra al momento del examen clinico,
logrando asi, el tumor en su fase progresiva. Se traté a los perros con sulfato de vincristina,
endovenosa, en dosis unica de 0,03 mg/kg. A los 7 dias postratamiento se obtuvieron biopsias
de los tumores en su fase regresiva. Las muestras fueron fijadas en formalina al 10% por 24
horas, luego fueron incluidas en parafina, segun métodos convencionales. De este material se
obtuvieron los cortes histolégicos de 4 micrémetros de grosor usando un micrétomo de
rotacion (Leitz). Una vez obtenidos los cortes fueron colocados en un portaobjetos silanizado
(Anexo 1), con el fin de adherir el corte al vidrio y evitar que se suelten durante el tratamiento
enzimatico. Luego de 24 hrs. en la estufa a 60°C se procedi6 a desparafinar utilizando xilol,

alcoholes descendentes y agua destilada.

4.2.1. Inmunohistoquimica

Para visualizar y cuantificar la actividad angiogénica se utiliz6 un anticuerpo policlonal

anti-factor de vonWillebrand. Luego se emple6 un anticuerpo secundario anti-anticuerpo de
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conejo biotinilado. Después, se usé el conjugado estreptovidina/peroxidasa como un
amplificador de la reaccion. Esta reaccion enzimatica se revelé6 con DAB dando un color café

intenso en las células endoteliales.

Para obtener resultados inmunohistoquimicos adecuados para el tejido y la especie en
estudio, se procedi6 a estandarizar la técnica inmunohistoquimica indirecta. Con este objeto, se
realizaron varios ensayos usando diferentes tiempos para la digestion enzimatica que permite
exponer los epitopos, diferentes concentraciones y tiempos de los anticuerpos usados que
permitieron lograr una adecuada reacciéon inmune. Como control negativo de la
inmunohistoquimica, al mismo tiempo de procesar las muestras, se incorporaron placas de los
mismos tumores a los cuales se les aplicé el mismo protocolo pero sin utilizar el anticuerpo

primario. El protocolo utilizado se describe en el Anexo 2.

4.2.2. Técnicas histoloégicas convencionales

Para realizar la descripcion general de los vasos sanguineos presentes, los cortes de
tumores se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H-E) para observar las caracteristicas generales

del tejido y con Van Gieson (vG) para destacar mejor la matriz extracelular.

4.2.3. Analisis de resultados

La actividad angiogénica se evalu6 mediante la cuantificaciéon del area vascular, en
ambas fases del tumor, en 5 campos seleccionados por la presencia de vasos sanguineos

inmunomarcados por cada muestra, con aumento de 200X en un microscopio éptico (Nikon
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Eclipse E 600), el cual esta conectado a una camara de video digital (Cool-Snap Pro, Media
Cybernetics, USA) y ésta ultima a un computador. Para la obtencién del area inmunomarcada
se empled un programa de analisis morfométrico computacional (Image Pro-Plus, Media

Cybernetics, USA). De la lectura de los 5 campos, se obtuvo el area promedio, la que se

expres6 en micrémetros cuadrados (um?). (Figura 1).

Figura 1A y B: Ambas figuras corresponden a la misma muestra en fase regresiva con
inmunohistoquimica anti-vWF. A) Microvasculatura de color café. B) Microvasculatura marcada de
color rojo con el programa morfométrico computacional. (200X).

4.2.4. Analisis estadistico

Los valores obtenidos de la medicién computacional de los lechos vasculares realizadas
sobre las imagenes logradas de los tumores en fase progresiva fueron comparados con los
valores obtenidos de los tumores en fase regresiva. Con dichos datos se realiz6 la prueba de t
Student para muestras pareadas, para determinar si existian diferencias significativas entre las

muestras de ambas fases.
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5. Resultados

5.1. Area Vascular

Los siguientes resultados se consiguieron con un total de 80 mediciones incluidas en el
analisis, 40 mediciones antes del tratamiento -consideradas en fase progresiva de la
enfermedad- y 40 mediciones posterior al tratamiento con vincristina- consideradas en fase

regresiva de la enfermedad-. El valor de cada medicién esta expresado en el Anexo 3.

Las mediciones de las areas vasculares en los cortes de los tumores, previo a la
quimioterapia con vincristina —correspondientes a los tumores en fase progresiva- (Figura 2)
arrojan un valor promedio de 2.686,61 pum”. Donde el valor promedio maximo obtenido fue de
4.178,17 pm® (muestra 10 A) y el promedio minimo fue de 1.259,13 um® (muestra 15 A).

(Tabla 1).

Figura 2. Corresponde a muestras en fase progresiva, vasos sanguineos de color café.
Inmunohistoquimica anti-vWF. (200X).
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Las mediciones de las areas vasculares en los cortes de los tumores en fase regresiva del
TVT (Figura 3), dieron un valor promedio de 92891 um”. Donde el valor promedio maximo

fue de 1.561,29 um’ (muestra 7 B) y el minimo de 648,90 um” (muestra 15 B). (Tabla 1).

Figura 3. Corresponde a muestras en fase regresiva, vasos sanguineos de color café.
Inmunohistoquimica anti-vWF. (200X).

La prueba de t Student indica que las diferencias encontradas en las mediciones del area
vascular antes y después del tratamiento con vincristina, son estadisticamente significativas,
siendo el valor de p=<0,05. Asi mismo, tanto los grupos de los tumores progresivos como
regresivos fueron homogéneos ya que no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas dentro de ellos.
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Tabla 1

Area vascular promedio de las muestras de TVT progresivo y
regresivo, en pm”.

Fase Progresiva Fase Regresiva

Nombre tumor Area Nombre tumor Area
7TA 247774 7B 1561,29
8A 3197,63 8B 837,17
10A 4178,17 10B 791,89
12A 257279 12B 1402,35
13A 2799,01 13B 832,21
14A 1774,04 14B 676,68
15A 1259,13 15B 048,90
16A 3234,40 16B 680,76

Promedio 2686,61 a Promedio 928,91 b

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas para p<0,05

En el Grafico 1 se muestran los resultados de los valores promedios de las areas

vasculares en fase progresiva y regresiva de cada tumor.
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Grafico 1

Area vascular promedio de las fases progresivay regresiva de

cada tumor.
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5.2. Caracteristicas Histopatologicas del TVT en fase progresiva

En los cortes histolégicos tefiidos con H-E y vG, se puede apreciar que la fase de
crecimiento tumoral progresiva se caracterizé por el predominio de una poblaciéon uniforme de
células tumorales grandes, redondeadas u ovaladas, de escaso citoplasma y dispuestas en
grupos compactos. Los nuicleos se presentaron grandes y redondeados, con nucleolos
prominentes y excéntricos. Estos grupos de células estan circundadas por tabiques de fibras de
colageno de color rojo con vG. Por otro lado, se visualizaron areas aisladas de infiltracion

leucocitaria, principalmente alrededor de los vasos sanguineos (Figura 4).
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Figuras 4 A y B: Corresponden a muestras en fase progresiva. A) Fibras colagenas tipo I eosinéfilas,
nucleos azules, tincion con H-E. B) Fibras coldgenas tipo I rojas, nucleos café, vasos sanguineos (=),
tincién de vG. (200X).
El lecho vascular -durante esta fase progresiva- se caracterizd por presentar NUMErosos

vasos sanguineos donde predominaron capilares, arteriolas y vénulas (Figura 4 A). Ademas se

observaron abundantes brotes microvasculares emergentes de otros vasos (Figura 2).

5.3. Caracteristicas Histopatolégicas del TVT en fase regresiva

Las muestras de los tumores luego del tratamiento con sulfato de vincristina —en fase
regresiva- mostraron células tumorales dispuestas en grupos mas pequenos, muchas de ellas en
procesos degenerativos o apoptdticos con vacuolizacion del citoplasma, rodeados de
abundante y grueso tejido conectivo, observandose grandes areas de infiltracion de células
leucocitarias. Se visualizaron escasas células tumorales viables, las que en general se apreciaron

viables (Figura 5).
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Figura 5 A: Corresponden a muestras en fase regresiva. A) Abundante fibras colagenas tipo I rojas,
vasos sanguineos de mayor calibre (=), tincién de vG. B) Fibras coldgenas tipo I eosinéfilas (=),
nucleos azules, vasos sanguineos (), tinciéon con H-E.

La fase regresiva se destaco por la gran cantidad de tejido conectivo con abundantes
fibras colagenas tipo I, vasos sanguineos de mayor calibre, con presencia de fibras musculares

lisas y escasa cantidad de brotes microvasculares (Figura 3 y Tabla 1).
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6. Discusién

La cuantificacién del irea vascular, mediante la marcacién del vWF en los tumores
antes y después del tratamiento con sulfato de vincristina, se realizdé en areas donde existia
numerosa microvascularizacién, las que presentarfan el mayor potencial angiogénico de
acuerdo a lo descrito por Vermeulen ez al., (2002). Asi, aplicando estas recomendaciones y el
uso del software Image Pro-Plus, se logré apreciar nitidamente el area vascular inmunomarcada
-de color café oscuro-, facilitando la percepciéon del proceso proangiogénico del TVT

progresivo y el efecto del tratamiento con vincristina, en las muestras regresivas de cada tumor.

Los resultados obtenidos en este trabajo, son consistentes con los presentados por
Weidner ef al, (1991) en tumores humanos y por Ramos (2004) en TVT canino, utilizando

éstos el mismo anticuerpo anti-vWT, empleado en esta memoria.

En el analisis histopatolégico del tumor, las muestras sin tratamiento son concordantes
con las caracteristicas tipicas del tumor con células grandes redondeadas y uniformes,
ordenadas en grupos delimitados por escasas fibras de colageno y escasa cantidad de células
linfocitarias, lo que es similar a lo expuesto por Rogers (1997), Torres (1999) y Duarte (2002).
Ademas, la alta capacidad proliferativa del TVT, fue posible evidenciarla por una importante

presencia de células con figuras mitoticas.

Los cambios degenerativos producidos por el tratamiento con sulfato de vincristina en

relacién a la presencia de células tumorales redondeadas de tamafio mas pequefio, mayor
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cantidad de fibras de colageno, disminuciéon del tamafio de los grupos celulares y marcada
infiltracién linfocitaria, como lo han descrito diversos autores: Lombardi (1995), Oltra (1999),
Gonzalez et al., (2000) y Duarte (2002), concuerdan con los cambios descritos para el TVT

canino en fase regresiva.

Los aspectos histopatolégicos observados en los cortes de los tumores en fase
regresiva, son consistentes con la evidente disminucién de los vasos sanguineos del tumor post
tratamiento. Resultados que indican claramente que la vincristina es capaz de reducir de
manera significativa (p=0,05) el area del lecho vascular. Lo que difiere de lo expuesto por
Gonzalez et al, (2000) donde presume que podria existir un incremento relativo del area

vascular en la fase regresiva del tumor luego del mismo tratamiento.

Todo esto apunta a que la vincristina es capaz de detener la angiogénesis, sin embargo,

existen diferentes mecanismos por los cuales esto estarfa ocurriendo:

- La vincristina frena la proliferacion de las células tumorales al unirse a la tubulina
bloqueando la facultad de las proteinas para polimerizarse en los microtibulos (Goodman,
1991) imposibilitando la formaciéon del huso mitético y deteniendo asi, la mitosis celular. Al
detener el crecimiento y disminuir el tamafio tumoral, una de las consecuencias inmediatas
serfa la disminucion en la produccion de factores proangiogénicos, en especial el VEGF, que
estas células liberan. Asi, al disminuir la produccién de este factor, se inhibe al principal factor
estimulador de angiogénesis. Por otro lado, la misma disminucién del tamafio tumoral trae dos
consecuencias: 7) al existir menor cantidad de células demandantes de oxigeno, la hipoxia -

principal estimulante de la secrecion de VEGE (Escobar, 2002)- dejarfa de tener un rol
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determinante de angiogénesis; 7) el menor tamafio tumoral harfa mas efectiva la acciéon del

propio sistema inmune en la remision del tumor (Folkman, 1971).

- Al mismo tiempo, la disminucién de los brotes vasculares y la presencia de vasos
maduros en los cortes de tumores en fase regresiva, observados en nuestros resultados, nos
permiten especular que la vincristina también actia sobre las células endoteliales en division,
consistente con lo expuesto por algunos autores quienes mencionan, que esta droga actia
sobre el citoesqueleto microtubular de las células endoteliales inmaduras o en proliferacién
(Micheletti ez al., 2005; Taraboletti ez al, 2005). Por consiguiente, el sulfato de vincristina
evitarfa que las células endoteliales activadas proliferen y migren para formar nuevas yemas
vasculares y asi completar el proceso angiogénico descrito por Griffioen y Molema (2000). De
este modo, se conduciria al equilibrio entre factores angiogénicos y antiangiogénicos, a la
detencion del crecimiento microvascular, a la maduracién y diferenciacion de los vasos
sanguineos, con lo que se reducirfa el aporte nutricio y de oxigeno a las células tumorales,

ayudando en el proceso de remision.

Los resultados obtenidos en esta memoria son compatibles con los expresados por
Espinoza (2007) quien trat6 al TVT canino con talidomida -droga antiangiogénica-, utilizando
también al vWI para medir el area vascular. La remisiéon tumoral, en ambos casos, presentd
caracteristicas similares con cambios degenerativos celulares y disminucién del lecho vascular.
Por otro lado, nuestros resultados también son consistentes a los obtenidos por Ramos (2004)
quién describe disminucién del lecho vascular post tratamiento con dexametazona, otra droga

antiangiogénica, utilizando el mismo anticuerpo y tumor. Sin embargo, el aumento del estroma
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tumoral y de la infiltracién linfocitaria, observados en nuestro trabajo, no coinciden con los

obtenidos por Ramos (2004) quien no observé diferencias con los tumores en fase progresiva.

Los beneficiosos efectos de la vincristina en el tratamiento contra el TVT son bastante
conocidos. Sin embargo, no se disponia de informaciéon en la cual se describiera que la
vincristina posefa ademas un efecto antiangiogénico en el control del TVT canino, como se ha

presentado en esta memoria.
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7. Conclusiones

La aplicacion de sulfato de vincristina es capaz de disminuir el area del lecho vascular
de manera estadisticamente significativa (p=0,05), sugiriendo asi tener un efecto

antiangiogénico en el tratamiento del TVT canino.

El TVT resulté ser un excelente instrumento para el estudio de vasos sanguineos en
diferentes fases —progresiva y regresiva- debido a su profusa vascularizacién y a su

rapida respuesta al tratamiento.

El sulfato de vincristina es capaz de cambiar la morfologia histologica del TVT,
disminuyendo la cantidad de células tumorales, modificando las caracteristicas de la

MEC la que conduce a un proceso fibrético y a la maduracion de los vasos sanguineos.

El factor de vonWillebrand -como inmunomarcador- asociado a un programa de
analisis morfométrico computacional, resulté ser eficaz cuantificando el area del lecho

vascular, tanto en fase progresiva como regresiva.
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Anexos

Anexo 1

Silanizacion de portaobjetos.

1. Limpieza del portaobjeto con soluciéon de alcool-clorhidrico (etanol 95% con
0,5% de HCL). Secar con un pano o papel absorbente. Enjuague con acetona pura p.a.
por 1 minuto.

2. Inmersion de portaobjetos en solucién de 3-aminopropiltrietoxisilano al 2% en

acetona p.a. por 3 minutos.

3. Enjuague en acetona p.a. por 15 segundos.
4. Secado rapido utilizando aire caliente (Ej.: secador de pelo).
5. Dejar secar durante 1 hora a 60°C o toda la noche a temperatura ambiente.
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Anexo 2

Técnica inmunohistoquimica anti-factor de vonWillebrand.

1. Desparafinado.

2. Recuperacion de inmunoreactividad con : “Proteinase K Enzime”. 2 gotas en 4

ml de Tris Cloro, pH 7.6, por 10 minutos a T® ambiente.

3. Lavado con agua destilada: un enjuague rapido y 3 lavados de 5 minutos cada
uno.
4. Bloqueo de Peroxidasa Enddgena con: “Preoxidase Blocking Reagent”. Se

retira el agua restante con una bomba de succién al vacio y sin dejar que se seque la
muestra, se aplica 1 o mas gotas del reactivo de forma tal que cubra el tejido por
completo. Se deja en agitador por 20 minutos.

5. Se repite lavado del paso n° 3.

0. Bloqueo de uniones inespecificas con: “Protein Block Serum-Free”. Se dejan
por 10 minutos en agitador.

7. Incubacién con anticuerpo policlonal primario de conejo DAKO® anti-vWF en
concentracion de 0.5/1000 en buffer PBS mas BSA al 1%.

8. Lavado con PBS: un enjuague rapido y luego 3 lavados de 5 minutos cada uno.
9. Incubar con anticuerpo secundario biotinilado DAKO® anti-conejo por 1 hora
en dilucién 1/400 en buffer PBS mas BSA al 1%.

10. Se repite lavado del paso n° 8.

11. Incubar con conjugado estreptavidina/peroxidasa durante 1 hora en

concentraciéon 1/400 en buffer PBS mas BSA al 1%.
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12. Se repite lavado del paso n° 8.

13. Incubar con solucién sustrato/cromégeno DAB: 1 gota/ml por tres minutos
en oscuridad.

14. Se repite lavado del paso n° 3.

15. Contra tincion con Hematoxilina.

16.  Deshidratacion, aclaraciéon y montaje.

55



Anexo 3

) _ )
Area vascular de las 80 muestras medidas, expresadas en yum”.

PROGRESIVO REGRESIVO

Tumor | N°campo | Area | Tumor | N°campo | Area
1 2332.9 1 1482.23
2 1314.16 2 1762.67

7A 3 1251.57 7B 3 967.78
4 2785.66 4 2537.65
5 4704.4 5 1056.12

1 3233.96 1 1029.1

2 1957.49 2 702.1

8A 3 5498.76 8B 3 838.84
4 3126.84 4 609.52
5 2171.1 5 1006.27

1 3475.74 1 830.24

2 6514.8 2 555.95

10A 3 2576.08 10B 3 789.37
4 3814.75 4 1222.22

5 4509.48 5 561.69

1 3027.14 1 1640.31

2 2169.19 2 688.56
12A 3 2452.66 12B 3 1592.43
4 11582 4 1532.71
5 4056.76 5 1557.76

1 2306.47 1 706.02

2 2671.74 2 957.33

13A 3 3628.7 13B 3 970.01
4 2898.04 4 537.43

5 2490.09 5 990.24
1 1223.12 1 1827.48

2 2662.61 2 205.7

14A 3 1861.36 14B 3 432.21
4 2103.21 4 476.33

5 1019.91 5 441.66

1 958.39 1 355.83

2 2667.28 2 879.98

15A 3 614.35 15B 3 840.06
4 797.75 4 450.95

5 1257.89 5 717.7

1 2751.74 1 1480.1

2 3072.96 2 464.7

16A 3 4505.76 16B 3 539.87
4 2115.79 4 640.89

5 3725.74 5 278.22
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