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RESUMEN

La busqueda de nuevas terapias contra el cancer, tanto en medicina humana como
en medicina veterinaria, ha llevado al desarrollo de un nuevo grupo de drogas,
denominadas anti-angiogénicas, por su efecto negativo sobre la vasculatura tumoral. La
angiogénesis se define como el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre-
existentes. Ademas de estar presente en el céncer, donde la génesis de nuevos vasos
sanguineos es fundamental para el crecimiento y la proliferacion hacia otros tejidos
(metéstasis), este fendmeno se presenta en otras patologias y en procesos fisioldgicos.

Con el objetivo de estudiar el efecto de estas drogas sobre el lecho vascular tumoral
se analiz6 el efecto de la dexametasona, corticoide que posee una probada actividad
negativa sobre los vasos sanguineos tumorales, en un modelo tumoral canino de
presentacion natural. Para ello se utilizaron 7 perros que presentaban tumor venéreo
transmisible (TVT), a los cuales se les administr6 dexametasona durante 14 dias, tiempo
durante el cual se obtuvieron mediciones del tamafio tumoral, ademas de muestras de
sangre y biopsias. Estas Ultimas para andlisis del &rea del lecho vascular mediante técnica
inmunohistoquimica, utilizando como marcador de células endoteliales anticuerpos contra
el factor de vonWillebrand. Luego del tratamiento, se observdé una disminucién
significativa del area del lecho vascular en las muestras tumorales, con respecto a las
muestras tomadas antes de comenzar el tratamiento, sin embargo esto no ocurrié con el

tamafio tumoral, que registré una disminucion pequefia al final del tratamiento.



ABSTRACT

The search of new therapies against cancer, as both in human and in veterinary
medicine, has lead to the development of a new group of drugs, named anti-angiogenic
drugs, due to their negative effect on the tumoral vasculature. The angiogenesis is defined
as the development of new vessels starting from pre-existent vessels. Besides being present
in cancer, where the genesis of new vessels is fundamental for the growth and proliferation
to other tissues (metastasis), this phenomenon is presented in other pathologies and in
physiologic processes.

With the objective of studying the effect of these drugs on the vascular bed of
tumors, the effect of dexamethasone was analyzed in a canine model of natural presentation
tumor. Steroids have a proven negative activity on the tumoral vessels.. With this purpose,
7 dogs affected with transmissible venereal tumor (TVT) were treated during 14 days with
dexamethasone, time during which measures of tumoral size was obtained, besides samples
of blood and biopsies. These last ones for analisys of the vascular bed area by means of
inmunohistochemical analysis, using antibodies against vonWillebrand factor as markers of
endothelial cells. A significant decrease of the vascular bed area was observed in the
tumoral samples after the treatment, in comparison with the samples taken before beginning
the treatment, however this didn't happen with the tumor size, which registered a small

variation at the end of the treatment.



1. NTRODUCCION

La angiogénesis se define como la formacidn de nuevos vasos sanguineos a partir de
capilares pre-existentes, lo que lleva a neovascularizacion. Es un fendmeno complejo donde
participan multiples mecanismos que se pueden agrupar en tres grupos de eventos:

- Activacion de células endoteliales, gatillada principalmente por fendmenos de hipoxia de
células tumorales, que inducela sintesis de moléculas cono el factor inducible por hipoxia
(HIF) que, a su vez, estimula la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), una de las principales y més estudiadas moléculas del proceso angiogénico.

- Invasion y proliferacion. Las células endoteliales activadas proliferan y comienzan a
penetrar la matrizextracelular, ayudadas por la accion de las metaloproteinasas
degradadoras de matriz (MMPs). En esta etapa actua el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), que favorece la adhesion de estas células en migracion.

- Maduracion y diferenciacion. Las interacciones de las células endoteliales con la matriz
extracelular estimulan moléculas que favorecen la diferenciacion y formacion tubufiar,
ademas de la agregacion de componentes extravasculares.

Teniendo en cuenta estos eventos, las estrategias para intervenir la neoformacion
vascular estan dirigidas a evitar la proliferacion celular, atacando las células o las moléculas
estimuladoras, evitar la adhesion y migracion, y actuar sobre las proteinas degradadoras de
matriz. Dentro de las drogas que se ha encontrado que inhiben el proceso, actuando sobre
las células endoteliales, estan algunos corticoides como la dexametasona, cuyo principal
efecto es estimular la apoptosis de estas células en proliferacion, evitando con esto la
neoformacion vascular. Se ha visto que para realizar este efecto, los corticoides incluidos

dentro del grupo de angiostaticos, estimulan unas proteinas llamadas caspasas, que se



estimulan en cadena, provocando alteraciones en el proceso de reparacion celular,
desorganizan el citoesqueleto, detienen la progresion del ciclo celular y marcan a la célula
para ser fagocitada. Ademas de estos efectos, los corticoides también inhiben la sintesis y/o
liberacion de otras moléculas que participan en el proceso angiogénico, como el factor
activador de plaguetas (PAF), el factor de necrosis tumoral (TNF), interleuquina 1 (IL-1) y
el activador de plasmindgeno.

En relacion a estos antecedentes es el interés de esta memoria de titulo: estudiar el
efecto de la dexametasona utilizando como modelo experimental el tumor venéreo
transmisible canino (TVT), neoplasia de presentacion natural que posee un alto nivel de
vascularizacion y, por lo mismo, una elevada actividad angiogénica en su fase progresiva.
Dadas estas condiciones, este tumor deberia presentar una elevada susceptibilidad a la

intervencion con su flujo sanguineo con drogas angiostaticas como la dexametasona.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Tumor Venéreo Transmisible Canino (TVT)

2.1.1. Aspectos generales

El Tumor Venéreo Transmisible Canino (TVT) es una neoplasia propia del canino
que fue descrita por primera vez por Novinzky en el afio 1876 (Epstein y Bennett, 1974).

Este tumor tiene una distribuciéon mundial, pero parece ser méas prevalente en
ambientes urbanos, tropicales y subtropicales (Rogers, 1997). En la Region Metropolitana
de Chile se ha descrito como la neoplasia de mayor incidencia en caninos (Flores et al.,
1989).

La edad promedio de presentacion es entre los 4 y 5 afios de edad (Rogers, 1997),
afectando mas a las hembras que a los machos (Flores et al., 1989). Animales en alto riesgo
de desarrollar TVT son aquellos sexualmente maduros y que habitan en areas con alta
concentracion de perros vagabundos (Rogers, 1997).

Se caracteriza por ser transplantable, de un perro portador a uno susceptible. Esto
ocurre en forma natural por contacto directo a través de la monta, afectando los genitales
externos de ambos sexos (Cohen, 1973). EI TVT puede ser transplantado a otros canidos
como coyotes, lobos, chacales y zorros rojos (Rogers, 1997).

A través de la historia, este tumor ha recibido otras denominaciones, tales como
Tumor de Sticker, granuloma venéreo, sarcoma transmisible, linfosarcoma transmisible,

condiloma canino y tumor venéreo contagioso (Brown et al., 1980).



2.1.2. Biologia

El origen celular del TVT es desconocido, pero se presume que esta neoplasia de
células redondas sea de origen histiocitico (Polanco, 2001). Una posible causa viral ha sido
estudiada debido a la transmisibilidad del tumor (Amber et al., 1985), sin embargo esta
teoria no ha sido confirmada (Hill et al., 1984). Por otro lado, estudios cariogenéticos
apoyan la hipotesis del transplante de células viables como causa del TVT, ya que las
células de este tumor presentan un numero haploide de cromosomas igual a 595, a
diferencia de las células normales del perro, que poseen un numero diploide igual a 78.
Ademas, de los 59 cromosomas del TVT, 42 a 43 son acrocéntricos y 16 a 17 son
metacentricos, en cambio, de los 78 cromosomas de las células del perro sélo 2 son
acrocentricos (Idowu, 1975).

Estudios con antigenos de histocompatibilidad de superficie en células de perro y de
tumor han demostrado que el TVT no estd compuesto por células del hospedero que han
sido transformadas a neoplasicas, sino que mas bien es un transplante celular alogénico
(Rogers, 1997).

ElI TVT es el Gnico tumor que es transplantable a perros adultos inmunocompetentes
(Cohen, 1973). En casos de transplante experimental, el tumor muestra primero una fase de
crecimiento progresivo, la cual es seguida por un breve periodo estatico y luego regresion
(Gonzélez et al., 2000b). En la presentacion natural, el tumor crece rapidamente posterior a
la transmision sexual, seguido de un crecimiento local lento o progresion con metastasis;
algunos tumores regresan espontaneamente (Beschorner et al., 1979).

El TVT es altamente antigénico (Beschorner et al., 1979). Se ha descrito una
respuesta inmune humoral contra el tumor; anticuerpos antitumorales especificos del tipo

IgG pueden ser detectados en el suero de la mayoria de los animales afectados,

4



independiente del estado de la enfermedad. Estudios sugieren que los anticuerpos anti-TVT
estan dirigidos contra antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11 (MHC
I1) (Rogers, 1997).

La regresion tumoral, tanto en casos de TVT experimental como espontaneo
posterior a quimioterapia, esta relacionada con altos niveles de linfocitos T. Ademas de
esto, un elevado nimero de macrofagos y células plasmaticas, infiltradas en tumores

regresivos, puede ser identificado citologica e histologicamente (Torres, 1999).

2.1.3. Presentacion clinica

El sitio mas comun afectado por el TVT son los genitales externos de ambos sexos
(Rogers, 1997). El tumor comienza como nodulos solitarios o multiples y se desarrolla
hasta masas con aspecto de “coliflor”, pedunculadas, nodulares, papilares o multilobuladas
(Brown et al., 1980), variando de tamafio desde unos pocos milimetros, hasta 10 a 15 cm
(Rogers, 1997).

En el macho, el sitio mas comun es el cuerpo del pene, aunque ademas se puede
localizar en el prepucio o en el escroto. En la hembra, el lugar de predileccion es el
vestibulo de la vagina, pudiendo estar en vulva, cerviz, utero y trompas de Falopio.
Ademas, el tumor ha sido reportado en las mucosas bucal, nasal y anal, conjuntiva y piel,
con o sin compromiso de los genitales externos (Booth, 1994). También suele implantarse
en sitios susceptibles como mucosas con abrasiones y, ocasionalmente en heridas cutaneas
(Calvert et al., 1982).

Los signos clinicos del tumor incluyen descarga genital (Flores et al., 2000)
intermitente o persistente con hemorragia, inflamacion o malformacion genital, lamidos

excesivos del area genital, olor anormal y una masa visible (Rogers, 1997)
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La descarga sanguinolenta puede ser confundida inicialmente con estro, uretritis,
cistitis o prostatitis (Rogers, 1997).

En los TVT nasales, los signos clinicos inicialmente se manifiestan por descargas
muco-sanguinolentas, intermitentes, por las fosas nasales, ya sea uni o bilateralmente, sin
embargo, estas secreciones pueden ser tragadas por el animal, enmascarando su presencia,
siendo la deformacion el primer signo visible. Este tumor puede extenderse, por
continuidad, a la cavidad oral, invadiendo el paladar blando y duro, siendo posible
observarlo en su forma caracteristica al examen clinico de la cavidad oral. Al expandirse en
direccidn orbital, puede fistular en la zona lagrimal (Flores et al., 2000).

La metastasis no es comun, desarrollandose en no méas de un 5% de los casos de
TVT. Esta se presenta, preferentemente, en cachorros y perros inmunosuprimidos (Rogers,
1997). Entre los sitios de metastasis se ha descrito la piel, nédulos linfaticos, cerebro,

higado, bazo, pulmones, corazon y adenohipoéfisis (Brown et al., 1980; Flores et al., 2000).

2.1.4. Diagnostico

El prediagndéstico clinico del TVT se orienta por la morfologia macroscopica, la
localizacion, las secreciones y la anamnesis, pero el diagndstico definitivo esta dado por la
citologia y la histopatologia (Flores et al., 2000).

En casos de TVT de localizacion extragenital, en ausencia de lesiones genitales,
debe hacerse un diagnostico diferencial con otros tumores de células redondas , entre éstos
estdn linfomas, histiocitomas, tumores poco diferenciados de mastocitos, melanomas
amelandticos, carcinomas de ceélulas escamosas, carcinoma epidermoide y lesiones

granulomatosas no neoplésicas (Booth, 1994).



La muestra para citologia se obtiene mediante una impronta o por aspiracion con
aguja fina de la masa tumoral (Flores et al., 2000). Es una técnica de bajo costo que permite
un diagndstico inmediato, de facil interpretacion y no invasiva (Booth, 1994), ademas es un
buen método para detectar casos tempranos y para monitorear el éxito en caso de
tratamiento quirdrgico (Batamuzi y Kessy, 1993).

Con este método diagnostico se observan numerosas células neoplasicas exfoliadas
individualmente, de tamafio variable, forma redondeada u ovalada, con escaso citoplasma
vacuolado y mal definido, grandes nucleos redondos de cromatina laxa con nucléolos
centrales prominentes y presencia variable de mitosis (Gonzalez et al., 2000a).

El diagndstico definitivo es mediante clasificacion histopatoldgica, previa fijacion
con formalina y tincién de cortes de TVT con Hematoxilina—Eosina (Brown et al., 1980).
Las preparaciones histopatoldgicas revelan la presencia de grupos compactos de células
compuestos de morfologia similar a la observada al examen citolégico. También se observa
tejido conectivo en escasa cantidad y pequefios focos aislados de infiltracion leucocitaria,

principalmente de ubicacion perivascular (Gonzalez et al., 2000a).

2.1.5. Tratamiento

Aunque se ha descrito la regresion espontanea para casos de TVT de presentacion
natural (Brown et al., 1980), la indicacion de tratamiento debe ser pronta, debido a la
posibilidad de que se produzca metastasis y al hecho de ser un tumor transmisible (Booth,
1994).

La escision quirdrgica del TVT es apropiada solamente para las formas nodulares o
pedunculadas, pequefias y solitarias (Flores et al., 2000). Sin embargo, esta forma de

tratamiento ha sido asociada con una alta recurrencia (Batamuzi y Kessy, 1993). El
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transplante tumoral dentro de la herida quirdrgica con instrumentos o guantes puede ser un
importante factor que explicaria la recurrencia tumoral post-operatoria (Rogers, 1997).

La inmunoterapia también ha sido estudiada, notandose algunas respuestas, pero los
resultados han sido esporadicos y la recurrencia, frecuente (Rogers, 1997).

La radioterapia ha sido reportada como una modalidad efectiva para el tratamiento
del TVT, usando dosis de radiacion en rango de 10 a 30 Gy (Thrall, 1982). Sin embargo, su
aplicacion necesita personal y equipamiento especializado, ademas de la infraestructura
apropiada (Calvert et al., 1982).

Junto con la radioterapia, la quimioterapia ha probado ser el tratamiento mas
efectivo contra el TVT (Rogers, 1997). Dentro de esta modalidad, se han empleado agentes
alquilantes, antimetabolitos, antibidticos, agentes naturales y otros, con variados resultados
(Flores et al., 2000). Entre estas drogas estan: ciclofosfamida, prednisona, vincristina,
vinblastina y metotrexato (Brown et al., 1980), usadas solas o combinadas (Brown et al.,
1980).

La quimioterapia unidroga mas eficiente es la vincristina (Flores et al., 2000),
farmaco alcaloide especifico del ciclo celular (Jeglum, 1994). Actla mediante la union en
forma especifica a la tubulina, blogueando su facultad para polimerizarse en los
microtUbulos, causando la detencion de la divisién celular en Metafase (Calabresi y
Chabner, 2003). Se usa en dosis endovenosa semanal de 0,03 mg/kg, con la cual se obtiene
recuperacion en un periodo de 27,26 dias en promedio y no se observan las reacciones
adversas que se describen para la droga como signos neurologicos, celulitis perivascular
severa, anorexia y constipacion (Flores et al., 1997). En casos resistentes a la terapia con

vincristina, doxorrubicina es la droga de eleccion (Rogers, 1997).



2.2. Angiogénesis Tumoral

2.2.1. Aspectos generales de la angiogénesis

La angiogénesis se define como la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir
de capilares pre-existentes, probablemente, de venulas post-capilares (Rak et al., 1995;
Griffioen y Molema, 2000), fendmeno que debe ser diferenciado de la vasculogénesis o
formacion de vasos sanguineos primitivos por diferenciacion de angioblastos desde el
mesoderma embrionario (Risau, 1997).

Hanahan y Weinberg (2000) describen la angiogénesis como uno de los seis sellos
del céncer, es decir, una de las seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular que
colectivamente llevan a crecimiento maligno.

El resultado final de este proceso es neovascularizacion (Folkman, 2001), siendo un
proceso clave en una amplia gama de procesos fisiologicos y patoldgicos (Griffioen y
Molema, 2000). Ademas del cancer, tanto tumores sélidos como hematoldgicos (Aguayo et
al., 2000), estd presente en otras patologias como soriasis, aterosclerosis, endometriosis,
obesidad, artritis reumatoidea, pannus, retinopatia diabética, SIDA y otras procesos
inflamatorios e infecciosos (Carmeliet y Jain, 2000).

Pero ademés de patologias, la angiogénesis es necesaria en eventos fisiologicos,
siendo, en estos casos, un proceso altamente ordenado y bajo fuerte regulacién (Papetti y
Herman, 2002). Es asi como se puede encontrar en el desarrollo embrionario, la reparacién
y el ciclo reproductivo (Griffioen y Molema, 2000).

Virtualmente todas las células en el cuerpo viven adyacentes a un vaso sanguineo o,
al menos, no mas alla de la distancia limite para la difusion del oxigeno de 100 a 200um

(Folkman, 2001). Para que los organismos multicelulares crezcan més alla de esta distancia



deben reclutar nuevos vasos sanguineos mediante vasculogénesis o angiogénesis (Carmeliet
y Jain, 2000).

Durante condiciones normales la proliferacion de células endoteliales es raramente
detectable, ya que menos del 0,01% de las células endoteliales estan en proliferacion. Sin
embargo, durante la angiogénesis estas células pueden emerger desde su estado de reposo y

proliferar (Folkman, 2001).

2.2.2. Angiogeénesis y Cancer

Antes de plantearse que la angiogénesis ocurria en torno a los tumores se pensaba
que la hiperemia tumoral era debido a la simple dilatacion de los vasos existentes
(Folkman, 2001). A comienzos de la década del 70, el doctor Judah Folkman postula que la
generacion de nuevos vasos sanguineos es absolutamente requerida para el crecimiento
tumoral mas alla de un diametro de 1 a 2mm (Zetter, 1998).

Parece haber 2 diferencias genéricas entre la angiogénesis que ocurre en tejidos
normales y la del tejido neoplasico. Primero, la expansion tumoral es continua y esto,
usualmente, gatilla un crecimiento y una remodelacion vascular crénicas, mientras que los
procesos de reparacién son finitos (Rak et al., 1995). La segunda diferencia radica en las
caracteristicas de los vasos neoformados, los que son estructural y funcionalmente
anormales en los tumores, constituyendo una vasculatura altamente desorganizada. Estos
vasos son tortuosos y dilatados, de diametros irregulares, excesivas ramificaciones y
desviaciones (Carmeliet y Jain, 2000), con una alta permeabilidad debido a la presencia de
fenestraciones y agujeros transcelulares, ademéas de la carencia de una membrana basal
completa (Papetti y Herman, 2002). Por ultimo, hay ausencia, dentro del tumor, de vasos

linfaticos funcionales, los que son dilatados hacia la periferia (Carmeliet y Jain, 2000).
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Existe evidencia experimental suficiente que indica que el crecimiento y la
diseminacion de una neoplasia son dependientes de la angiogénesis (Weidner et al., 1991;
Lopez-Graniel y Meneses, 2000; Aguayo et al., 2000). Entre las observaciones que
soportan este hecho estan las siguientes (Lopez-Graniel y Meneses, 2000):

- El crecimiento de células neoplésicas implantadas en el tejido subcutaneo de ratones
desnudos es lento y lineal antes de la vascularizacion, pero se vuelve acelerado y
exponencial al aparecer la neovascularizacion.

- El crecimiento de células neoplasicas implantadas en 6rganos perfundidos de manera
aislada, en donde no existe proliferacion vascular, la carga tumoral no rebasa 1 a 2mm?®.
Sin embargo, después de transplantarse a ratones, las dimensiones del tumor alcanzan
rapidamente 1 a 2cm®.

- La replicacion de células neoplésicas implantadas en la cérnea, tejido pobremente
vascularizado, es extremadamente lenta; al sembrarse en tejido vascularizado, la
replicacion se acelera.

- Las células neoplasicas implantadas en el humor acuoso del ojo se mantienen viables,
pero no se reproducen, manteniendo un tamafio menor a 1mm?®; una vez que estas
células son desplazadas al iris, tejido ricamente vascularizado, las dimensiones se
incrementan 16.000 veces mas su tamafio original en tan sélo 2 semanas.

- Las células metastasicas del retinoblastoma que se ubican en el humor acuoso o la
camara anterior del ojo, similarmente avasculares, se mantienen viables, pero sin
reproducirse.

Junto con ser un proceso esencial para el crecimiento tumoral, la angiogénesis es un
componente critico para el desarrollo de metastasis (Obermair et al., 1998; Izawa y Dinney,

2001), siendo los tumores altamente irrigados los que tienen el potencial de metastasis a
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una taza mas alta que aquellos menos angiogénicos (Zetter, 1998). La capacidad de
invasion y metastasis le permiten a la célula cancerosa escapar a la masa tumoral primaria y
colonizar nuevos territorios donde, al menos inicialmente, los nutrientes y el espacio no son
limitados (Hanahan y Weinberg, 2000). Ademas de sus efectos sobre la expansion tumoral,
quiza la forma mas importante mediante la cual la angiogénesis puede facilitar el desarrollo
de metastasis es proveyendo una via de salida eficiente para que las células tumorales
abandonen el sitio primario y entren al torrente sanguineo (Zetter, 1998).

Las células tumorales son, usualmente, vertidas a la circulacion después que ha
ocurrido neovascularizacion (Folkman, 2001). El numero de metastasis formadas,
generalmente, es proporcional al nmero de células tumorales vertidas. Consecuentemente,
una disminucion de la angiogénesis en un tumor metastasico dado, produciria una
disminucion en el numero de células tumorales vertidas a la circulacion y una
correspondiente disminucion en el nimero de colonias metastasicas que se alzan corriente
abajo (Zetter, 1998).

Finalmente, un hecho que tiene grandes implicancias en el desarrollo de metéstasis
es la estructura de los vasos tumorales. Ademas de las alteraciones nombradas
anteriormente, la pared vascular no siempre esta formada por una capa homogénea de
células endoteliales. En lugar de eso, puede estar revestida solo con células cancerosas o ser
un mosaico de células cancerosas y endoteliales (Carmeliet y Jain, 2000). Este tipo de
vasos puede ser el resultado de células cancerosas que invaden el lumen del vaso, de células
cancerosas imitando células endoteliales o “mimica vasculogénica”, de vasos secuestrados
por células tumorales que forman un microcilindro alrededor de éstas o de apoptosis de

células endoteliales que exponen a células cancerosas subyacentes (Carmeliet y Jain, 2000).
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Hoy esta ampliamente aceptado que la angiogénesis no se produce cuando el efecto
de moléculas pro-angiogénicas esta balanceado con aquél de las moléculas anti-
angiogenicas y se activa cuando el balance favorece hacia la angiogénesis (Hanahan y
Weinberg, 2000).

Varias sefiales que gatillan el proceso han sido descubiertas. Entre estas se incluyen
la hipoxia, hipoglicemia o el bajo pH, estrés mecanico (por ejemplo, la presion generada
por las células en proliferacion) y mutaciones genéticas (Carmeliet y Jain, 2000).

La existencia de areas tisulares hipoxicas es un hecho constante en todos los
tumores s6lidos mayores a 1mm?® debido al desequilibrio entre el aporte y el consumo
celular de oxigeno en relacion con trastornos de la difusion y la aparicion de areas con flujo
comprometido por vascularizacién aberrante (Alberola, 2001). La hipoxia induce la
expresion del factor inducible por hipoxia o HIF-1 (Tsuzuki et al., 2000), el cual estimula
la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Veikkola et al., 2000),
que es una de las principales moléculas iniciadoras del proceso angiogénico. La hipoxia
también puede inducir la expresion de otras moléculas angiogénicas como angiogenina,
factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaguetas (PD-ECGF) e
interleuquina-8 (IL-8), ademas de la enzima oOxido nitrico-sintetasa (NOS) (Fidler et al.,
2001).

Un bajo pH, asi como la hipoglicemia, pueden incrementar la produccion de
factores angiogénicos, especialmente VEGF (Folkman, 2001).

La sobre-expresion de reguladores positivos de la angiogénesis y la regulacion
negativa por parte de inhibidores del proceso durante el desasrrollo tumoral temprano,
estan, generalmente, gatillados por mutaciones genéticas que controlan la angiogénesis. Por

ejemplo, la sobre-expresion del oncogén ras aumenta la produccion de VEGF, mientras que
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una mutacion o supresion en el gen supresor tumoral p53 disminuye la produccion del

inhibidor angiogénico trombospondina-1 (Folkman, 2001).

En el proceso de angiogénesis tumoral participan multiples mecanismos que se
pueden reunir en tres grandes grupos de eventos, cada uno regulado por varias moléculas
que contribuyen significativamente al proceso que lleva a la formacion de nuevos vasos
sanguineos (Malonne et al., 1999):

1. Activacion: los factores de crecimiento celular y las citoquinas liberadas por la célula
tumoral y las células inflamatorias asociadas al tumor, interactGan con sus receptores
especificos que son expresados por las células endoteliales. De esta manera el endotelio
vascular es activado.

2. Invasion y proliferacion: las células endoteliales activadas proliferan y producen niveles
elevados de moléculas de adhesidn y proteinasas degradadoras de la matriz extracelular.

3. Maduracion y diferenciacion: las interacciones célula-célula y de éstas con la matriz
extracelular estimulan los mecanismos bioquimicos responsables de la diferenciacion

de las células endoteliales neoformadas.

2.2.3. Determinacién de la Angiogénesis

La actividad angiogénica es dificil de determinar mediante la simple visualizacion
con tinciones tradicionales de Hematoxilina — Eosina, por el diminuto tamafio de estos
capilares (Lopez-Graniel y Meneses, 2000). Es por esto que se requieren marcadores
especificos del endotelio vascular como CD-31, CD-33, CD-34 y el factor de
vonWillebrand (VWT) (Weidner et al., 1991; Obermair et al., 1998), siendo vWf y CD-31

los mas usados en estudios de angiogenesis.
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vWTf o antigeno relacionado al factor VIII de la coagulacion es considerado el
“estandar de oro” para destacar células endoteliales (Obermair et al., 1998). Corresponde a
una glicoproteina de 225 kDa que esta involucrada en el transporte del factor VIII (factor
anti-hemofilico) y juega un importante rol en la hemostasis al permitir la adhesion y
agregacion plaquetaria ante dafio o activacion del endotelio.

Este factor se encuentra en el citoplasma de las células de vasos sanguineos y

linfaticos, normales y neoplasicos, ademas de plagquetas y megacariocitos.

2.2.4. Factores pro-angiogénicos

Como ya se menciond, la angiogénesis depende de un balance entre moléculas
inhibidoras y estimuladoras o factores angiogénicos. Una definicion mas refinada de un
factor angiogénico es un factor que, selectivamente, altera las caracteristicas de las células
endoteliales y estructuras perivasculares asociadas (pericitos, células musculares lisas, etc.),
pero que no afecta la funcién de otros tipos celulares (Fidler et al., 2001). Estos factores no
solo estimulan la proliferacion y migracién de células endoteliales, ademas inhiben la
apoptosis de éstas (Dimmeler y Zeiher, 2000). Algunos de estos se encuentran en la tabla 1

(modificada a partir de Folkman, 1995).
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Tabla 1: Factores angiogénicos enddgenos

Factor Peso molecular Mit6geno endotelial* | Reportado**

Factor de crecimiento

de fibroblastos

Basico 18.000 Si 1984

Acido 16.400 Si 1984

Angiogenina 14.100 No 1985

Factor de crecimiento

transformante 1985

Alfa 5.500 Si 1986

Beta 25.000 No 1986

Factor de necrosis

tumoral alfa 17.000 No 1987

Factor de crecimiento 1983

endotelial vascular 45.000 Si 1989

Factor de crecimiento

de células endoteliales Induce sintesis de

derivado de plaquetas 45.000 ADN 1989

Factor estimulador de

colonias de granulocitos 17.000 Si 1991

Factor de crecimiento

placental 25.000 Débil 1991

Factor de crecimiento

de hepatocitos 92.000 Si 1993

Interleuquina 8 40.000 Si 1992

Proliferina 35.000 Si 1994
*in vitro

**afio reportado

Ademas de estos factores, otras moléculas facilitan el proceso. Entre estas estan el
6xido nitrico (NO) o factor de relajacién derivado del endotelio (EDRF) (Goldenberg,
1995), que mantiene el flujo sanguineo al relajar la musculatura lisa e inhibir la agregacion
plaquetaria (Alberola, 2001).

Angiopoyetinas son una familia de moléculas requeridas para la comunicacion de
celulas endoteliales con el mesénquima, formando interacciones celulares y bioquimicas

estables (Fidler et al., 2001).
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Otras moléculas fundamentales para el proceso son las metaloproteinasas de matriz
(MMPs) (Goldenberg, 1995), una familia de endopeptidasas extracelulares que
selectivamente degradan componentes de la membrana basal y de la matriz extracelular
(Stetler-Stevenson, 1999), permitiendo la invasion y migracion celular a través de ésta
(Papetti y Herman, 2002). Ademas, se ha demostrado que acttan sobre el plasmindgeno

para generar angiostatina, una potente molécula anti-angiogénica (Cornelius et al., 1998).

2.3. Terapia anti-angiogenica

Las aplicaciones clinicas de la investigacion en angiogénesis han tomado tres
direcciones (Folkman, 1995): la cuantificacion de la angiogénesis para su Uuso en
diagnostico y prondstico, la aceleracién de la angiogénesis durante la reparacion y la
inhibicién del proceso.

La anti-angiogénesis como concepto terapéutico fue desarrollado a comienzo de la
década del 70, basado en las observaciones que tumores que no vascularizan, fallan en
crecer mas alla de unos pocos milimetros de diametro (Hayes y Lippman, 1999). Hoy se ha
demostrado que la terapia anti-angiogénica podria ser usada como Unica modalidad para
regresar tumores a un estado de latencia microscopica (O’Reilly, 2002).

Como se discutié anteriormente, la angiogénesis principalmente depende de una
apropiada activacion, invasion, proliferacion y maduracion de las células endoteliales. Por
esto, las acciones para modular la angiogénesis se pueden agrupar en las siguientes
(Griffioen y Molema, 2000):

1. Intervencién en el crecimiento de células endoteliales. La mas exitosa accion para

modular la angiogénesis, a la fecha, es el uso de agentes que especificamente inhiben el
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crecimiento de células endoteliales, ya sea actuando directamente sobre éstas o
interfiriendo con factores angiogénicos como VEGF, FGF o con sus receptores.

2. Intervencion con la adhesién y migracion de células endoteliales. Debido a que el
proceso de angiogénesis también depende de la adhesién y migracion de celulas a
través de la matriz extracelular, se ha hecho esfuerzos en la investigacion por
moduladores de estas interacciones.

3. Intervencion sobre metaloproteinasas. Otro mecanismo de inhibicion de la
angiogeénesis, relacionado con la inhibicién de la adhesion y migracion de células
endoteliales, es el uso de inhibidores especificos de proteinasas que degradan el tejido

conectivo, facilitando la migracion celular y la subsiguiente formacion vascular.

2.3.1. Ventajas de la terapia anti-angiogénica

a) Una de las ventajas potenciales de esta terapia es que los agentes anti-
angiogénicos pueden causar regresion de las lesiones metastasicas y, ademas, prevenir su
diseminacion, lo que es limitado para la terapia convencional del cancer (Zetter, 1998). Este
fendmeno se observa en algunos tumores que, en forma natural, inhiben el crecimiento de
metastasis distantes mediante agentes anti-angiogénicos que ellos mismos producen y que,
al tener una mayor vida media que los factores pro-angiogénicos, actlan en sitios lejanos
(Ramanujan et al., 2000).

b) Las células endoteliales tumorales son consideradas mejores objetivos para la
terapia anticancerosa debido a que son facilmente accesibles para los agentes terapeuticos
(Griffioen y Molema, 2000). Asi, la terapia anti-angiogénica burla el problema de limitada

penetracion de drogas a tumores solidos con elevada presion intersticial (Rak et al., 1995).
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¢) Uno de los principales problemas con la quimioterapia citotdxica es la resistencia
que se debe, en parte, a la inestabilidad geneética y heterogeneidad de las células malignas
(Brem, 1999). Por el contrario, los procesos empleados por las células endoteliales en la
angiogenesis no son resultado de alteraciones genéticas (Griffioen y Molema, 2000), lo que
haria a la terapia anti-angiogénica menos expuesta a generar mecanismos de resistencia
(Kerbel, 1997). Esto ha sido demostrado con endostatina, un inhibidor endégeno de la
angiogénesis (O’Reilly, 1997), en tres modelos tumorales transplantables murinos, usando
ciclos prolongados de tratamiento (Boehm et al., 1997)

d) La terapia anti-angiogénica esta dirigida, principalmente, a un pequefio foco de
células endoteliales migrantes y proliferativas en los capilares del sitio de angiogénesis
(Folkman, 1995). Por esto, un inhibidor especifico del proceso angiogénico no causaria
supresion de la medula 6sea, sintomas gastrointestinales o caida del cabello (Brem, 1999).

e) La terapia anti-angiogenica ha demostrado ser eficaz y potenciarse al ser
combinada con otras modalidades de tratamiento como quimioterapia, radiacion,

inmunoterapia, cirugia y con otros compuestos anti-angiogénicos (Brem, 1999).

2.3.2. Dexametasona como droga anti-angiogénica

La Dexametasona (9a-fluoro-16a-metilprednisolona) es un glucocorticoide
sintético sin actividad de mineralocorticoide (Schimmer y Parker, 2003). Su potencia anti-
inflamatoria es 30 veces mayor que el cortisol (McDonald, 1988) y su actividad
gluconeogénica es similar. Posee una vida media plasmatica de 200 minutos, pudiendo
llegar su actividad en tejidos por sobre las 72 horas, es por esto que se clasifica a la

Dexametasona como un corticosteroide de larga accién (Schimmer y Parker, 2003).
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El efecto angiostatico o anti-angiogénico de la Dexametasona, junto con otros
corticoides, fue demostrado por primera vez en el afio 1987 en un modelo de embrién de
pollo (Folkman e Ingber, 1987).

Los glucocorticoides disminuyen el tamafio tumoral e inducen regresion tumoral,
probablemente, mediante tres mecanismos: i) Inhiben la actividad de la fosfolipasa A2, ii)
Inducen apoptosis de la célula endotelial de capilares tumorales y de células tumorales, iii)
Inhiben la actividad de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) (Folkman e Ingber, 1987).

La fosfolipasa causa la transformacion de los acidos grasos de membranas
destruidos en &cido araquidonico y éste, a su vez, en prostaglandinas, las que estimulan la
angiogeénesis aumentando los niveles de VEGF (Griffioen y Molema, 2000).

La actividad de la NOS se ha relacionado positivamente con el crecimiento tumoral,
la progresion y el proceso de metastasis (Alberola, 2001). Se ha observado que la
migracion y proliferacion endotelial promovida por el VEGF puede disminuir mediante la
inhibicién de la NOS. Ademas, el 6xido nitrico generado por la NOS, induce vasodilatacion
del lecho vascular, un pre-requisito para que las células endoteliales entren en la cascada
angiogeénica (Griffioen y Molema, 2000).

El mecanismo por el cual la dexametasona induce apoptosis es mediante la
activacion de las caspasas, unas proteasas ricas en cisteina que pueden auto-activarse o
actuar sobre otras caspasas iniciando una “cascada”, ademas de actuar sobre otras proteinas
involucradas en la maquinaria apoptotica (Zhivotovsky et al., 1997).

Su accidn se puede resumir en los siguientes puntos (Korsmeyer y Zinkel, 2001):

- Alteran el proceso de reparacion celular.
- Detienen la progresion del ciclo celular.

- Inactivan inhibidores de factores apoptdticos.
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- Actlan como mediadores de cambios morfoldgicos celulares.
- Marcan a la célula apoptotica para ser fagocitada.
- Desorganizan el cito-esqueleto celular.

Estos efectos explican la morfologia caracteristica de la célula apoptdtica:
condensacion de la cromatina y citoplasma, pérdida de volumen celular, fragmentacién de
la cromatina, fragmentacion del ADN y exposicion de marcadores de superficie celular
para células fagociticas (Cryns y Yuan, 1998).

Otras moléculas que tienen participacion en el proceso angiogénico cuya sintesis y/o
liberacion es inhibida por glucocorticoides son el factor activador de plaquetas (PAF), el
factor de necrosis tumoral (TNF), la interleuquina 1 (IL-1) y el activador de plasminégeno
(Schimmer y Parker, 2003).

En relacién a estos antecedentes es el interés de esta memoria de titulo: estudiar el
efecto de dexametasona sobre el Tumor Venéreo Transmisible canino como un modelo

experimental.
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3. OBJETIVOS

e Objetivo General:

- Estudiar la influencia de la Dexametasona, como droga anti-angiogénica, en

el control del crecimiento tumoral.

e Objetivos especificos:
- ldentificar, describir y cuantificar el efecto anti-angiogénico de
Dexametasona en TVT canino.
- ldentificar, describir y cuantificar la actividad angiogénica del TVT canino,
después del tratamiento con Dexametasona.
- Comparar la actividad angiogénica del TVT tratado con Dexametasona, con

el TVT en fase progresiva (control sin tratamiento).
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4. MATERIAL Y METODO

4.1. Materiales

4.1.1. Bioldgico:

Se utilizaron siete perros, machos, sexualmente maduros, con edades que fluctuaron
entre los 2 y los 7 afios, sin distincion de raza, atendidos en el Servicio de Cirugia de
Pequefios Animales de la Facultad, con diagndstico de TVT progresivo confirmado
mediante citologia e histopatologia.

4.1.2. Farmacoldgico:

- Dispert-dex ®: Dexametasona fosfato disédico, 2,63 mg (equivalente a 2 mg
de Dexametasona) por cm® en solucién acuosa (Laboratorio Dispert S.A.,
Montevideo, Uruguay).
4.1.3. Anticuerpos:

- Anticuerpo primario: Se utiliz6 un anticuerpo policlonal anti-factor de

vonWillebrand humano (DAKO®, cédigo N°A0082, Lote 111, Edicion
13.12.01, Dinamarca), que corresponde a la fraccion purificada de
inmunoglobulina de conejo en solucion 0,1 mol/L NaCl, 15 mmol/L NaN3.

- Anticuerpo secundario: Se utilizé un anticuerpo biotinilado de cerdo anti-

inmunoglobulinas de conejo (DAKO®, codigo N°A0082, Lote 111, Edicion
13.12.01, Dinamarca) en solucion 0,01 mol/L buffer fosfato, 0,15 mol/L
NaCl, 15 mmol/L NaNs, el cual reconoce el anticuerpo primario.

- Solucion sustrato: Se utilizo DAB (3,3’-diaminobenzidina) en solucion

cromogena combinado con un buffer — sustrato (buffer imidazol — HCL, pH
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7,5, conteniendo peroxido de hidrogeno y un agente anti-microbiano) en
proporcion de 1 gota/l ml. Esta solucion permite visualizar las células

endoteliales tefiidas de un color café.

4.2. Metodologia

A cada paciente se le administr6 dexametasona, en dosis endovenosa diaria de 0,5
mg/kg, por siete dias, seguido de aplicaciones de dosis decrecientes también por siete dias.

Las dosis, expresadas en mg/kg, se muestran en el siguiente esquema.

DIA 1-7 8 9 10 11 12 13 14

DOSIS | 0,5 0,25 0,1 0,05 0,03 0,02 0,01 0,005

Durante la aplicacion de Dexametasona se realizaron los siguientes procedimientos:
- Examen clinico: todos los dias, para evaluar el estado general del paciente

- Muestras para Hemograma y Perfil Bioquimico: previo al tratamiento con
dexametasona y una vez terminado, para evaluar el estado general del paciente

(Anexo 1).

- Medicion del tamafio tumoral: se midieron dos dimensiones con un pie de metro:
largo (I) y ancho (a), cada dos dias. EI volumen tumoral se calcul6 segun la férmula
de O’Reilly (O’Reilly et al., 1997).

Volumen =a®x |
- Biopsias: se obtuvo muestras tumorales previo al tratamiento, durante y terminado
el tratamiento con dexametasona. (Anexo 1)
Las biopsias (obtenidas con un equipo de instrumental quirargico basico) se fijaron

en formalina al 10% por 24 hrs. Luego se procesaron segin métodos convencionales para
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inclusion en parafina (Lopez et al.,, 1982) y se obtuvieron cortes histoldgicos de 4
micrémetros de espesor con microtomo de rotacion (Leitz). Los cortes fueron
desparafinados mediante paso por xilol, alcoholes descendientes y agua y se tifieron con
Hematoxilina—Eosina (H-E), van Gieson (vG) y Papanicolau para la descripcion general del
tumor (Lopez et al., 1982).

Inmunohistoquimica: Para identificar la actividad angiogénica, se utilizd inmuno-
marcacion con anticuerpos anti—factor de vonWillebrand (vWf), para lo cual los cortes
fueron montados en porta-objetos silanizados (Anexo 2) y luego fueron desparafinados
segun técnica descrita anteriormente. Esta técnica inmunohistoquimica permite visualizar

las células endoteliales de color café oscuro. (Anexo 3)

4.2.1. Analisis de resultados:

Se determind la actividad angiogénica mediante la cuantificacion del area del lecho
vascular, medida en micrémetros cuadrados (um?), en las placas inmunomarcadas. Esto se
hizo con el uso de un programa de andlisis morfométrico computacional (Image Pro-Plus,
Media Cybernetics, USA), calculandose un valor promedio entre 5 campos elegidos al azar,
con aumento de 200X, determinados en un microscopio (Nikon Eclipse E600) conectado a
una camara de video (Cool-Snap Pro, Media Cybernetics, USA) y a un computador.

Anélisis estadistico: Con los resultados obtenidos se realiz6 un analisis de varianza
de dos criterios o Disefio de Bloques al Azar para determinar si hay diferencias entre las
muestras. En este disefio, con las unidades experimentales se forman grupos o bloques que

correspondan a los niveles de variaciéon de la fuente y los tratamientos se distribuyen al
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azar. A cada grupo de unidades que corresponden a un mismo nivel de variacion y que, por

lo tanto, forman un conjunto relativamente homogéneo, se denomina bloque.
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5. RESULTADOS

5.1. Hemograma y Perfil Bioquimico de los perros tratados con

Dexametasona
5.1.1. Hemograma

Una vez finalizado el tratamiento con dexametasona, 6 casos presentaron alguna
alteracion en el hemograma. Las mas frecuentes se presentaron en la serie roja y fueron
Policromacia, en 5 casos y Rouleaux, en 4 casos. Ademas se presentd Trombocitopenia en

3 casos.

En la tabla 1 se muestran las alteraciones del hemograma que se presentaron en los
casos tratados con dexametasona y el nimero de casos en que se presentd cada una (los

valores se muestran en el anexo 4, asi como los valores normales para la especie).

Tabla 1: Alteraciones del Hemograma de los perros con TVT luego de 14 dias
de tratamiento con dexametasona

Alteracion N° de casos
Anisocitosis

Policromacia
Rouleaux
Anemia macrocitica
Trombocitopenia
Linfopenia
Desviacion a la izquierda
Monocitopenia
Eosinopenia
Linfocitos atipicos

PP INDNDNRFPWIRFRAO DN
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5.1.2. Perfil Bioquimico

Una vez finalizado el tratamiento con dexametasona, los 7 casos en estudio
presentaron alguna alteracion en el Perfil Bioquimico. Las méas importantes fueron los
aumentos de las enzimas Fosfatasa alcalina (FA) y Alanino-amino-transferasa (ALT),

presentes en 7 y 6 casos respectivamente.

La tabla 2 muestra las alteraciones del Perfil Bioquimico que se presentaron en los
casos tratados con Dexametasona y el numero de casos en que se presentod cada una (los

valores se muestran en el anexo 4, asi como los valores normales para la especie).

Tabla 2: Alteraciones del Perfil Bioquimico de los perros con TVT luego de 14
dias de tratamiento con dexametasona

Alteracion N° de casos
Hipoproteinemia
Hipoalbuminemia
Hipoglobulinemia

NUS aumentado

Bilirrubina total aumentada

Bilirrubina conjugada aumentada

Bilirrubina libre aumentada

FA aumentada
ALT aumentada
GGT aumentada

N (O |N (PP NN (PN

En la tabla 3 se muestran las alteraciones del hemograma y del perfil bioquimico

por caso estudiado.
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Tabla 3: Alteraciones del Hemograma vy Perfil Bioguimico por caso de los perros con
TVT luego de 14 dias de tratamiento con Dexametasona

Caso
Alteracion 1 2

Anisocitosis

Policromacia

X[ X|X|w
X

Rouleaux

Anemia macrocitica X

Trombocitopenia X X

x

Linfopenia X

Desviacion a la izquierda X X

Monocitopenia X X

Eosinopenia X

Linfocitos atipicos X

Hipoproteinemia X X

Hiperproteinemia X

Hipoalbuminemia X X

Hipoglobulinemia X

Hiperglobulinemia X

NUS aumentado X X

Bilirrubina total aumentada X X

Bilirrubina conjugada aumentada X

Bilirrubina libre aumentada

FA aumentada X X X X X X

ALT aumentada X X X

x
x
X[ X[ X [ X

GGT aumentada X

5.2. Tamano Tumoral

En los 14 dias que durd el tratamiento, la mayor disminucion lograda fue de 0,2 cm.
para las 2 dimensiones evaluadas (largo y ancho) y en varias mediciones no hubo cambio.
Previo al tratamiento con dexametasona el volumen promedio fue de 13,63 cm?,

teniendo 3,6 cm® el tumor mas pequefio (caso 1) y 32,4 cm® el més grande (caso 7).
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Al final del tratamiento con dexametasona se observo una disminucién en todos los

casos, aunque esta no fue estadisticamente significativa. EI volumen promedio fue de 11,78

cm?®, siendo el caso 2 el que presenté la menor variacién volumétrica (0,79 cm®) y el caso 7

el que presentd la mayor disminucion (4,66 cm?®). La disminucién promedio de los 7 casos

fue de 1,85 cm® al dia 17.

La tabla 4 muestra el volumen tumoral previo, durante y posterior al tratamiento con

dexametasona, los promedios de cada dia y la disminucion volumétrica luego del

tratamiento.

Tabla 4: Volumen tumoral (cm?®) de los perros con TVT previo, durante y posterior al

tratamiento con Dexametasona

Caso dia0 |dia2 |dia4 |dia6 |dia8 |dial0 |dial2 |dial4 |dial7 [0-17
1 3,6 3,6 3,38 294 294 (2,74 2,37 2,37 2,37 1,23
2 439 439 439 439 |36 [3,6 3,6 3,6 3,6 0,79
3 28,67 (28,67 |28,67 |28,67 |28,67 |27,65 [27,65 27,65 [26,62 [2,05
4 538 5,38 [5,38 538 45 3,92 3,92 3,92 3,92 1,46
5 405 405 (3,76 (3,76 3,47 (3,07 2,7 2,7 2,7 1,35
6 16,93 (16,93 |16,93 |16,93 (16,93 |16,93 (16,93 |1549 [15,49 (1,44
7 324 324 324 294 (29,4 |29/4 29,4 29,4 27,74 14,66
promedio [13,63 13,63 |13,56 |13,07 (12,79 12,47 12,37 12,16 |11,78 [1,85

El grafico 3 compara los valores del dia 0 y el dia 17 (los valores con que se calculd

el volumen se muestran en el anexo 5).
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Gréafico 1: Volumen tumoral de lo
v posterior al tratamient

ODia0
B Dia 17

5.3. Area Vascular

Previo al tratamiento con Dexametasona, el area vascular promedio de los 7 casos
fue de 5070,8 pm?. El caso 5 present6 el valor promedio mas alto (8214,07 um?) y el caso

1 el menor (1646,41 pm?) (Figuras 1ay 1b).

En todos los casos se observé disminucion del area inmunomarcada en relacién con
el dia 0. El &rea vascular promedio, para los 7 casos, fue de 1716,82 pm? al dia 7 de
tratamiento y de 1056,88 um? al dia 17, lo que significa una disminucién promedio de
4013,92 pm? con respecto al promedio antes del tratamiento. El caso que presentd el mayor
cambio fue el 5, cuya area vascular presentd una disminucién de 6603,41 pm? mientras

que la menor disminucion fue del caso 2, que perdi6 1443,15 pm? (Figuras 2a y 2b).

La Tabla 5 muestra el area del lecho vascular (promedio de 5 campos), expresada en

micrémetros cuadrados (um?), de los tumores previo al tratamiento con dexametasona (dia
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0), durante (dia 7) y terminado éste (dia 17). Ademas se muestran los promedios por dia y
la disminucion al dia 7 de tratamiento y terminado éste (los valores obtenidos por campo se

muestran en el anexo 6).

Tabla 5: Area vascular (um?) de las muestras de TVT previo,
durante vy terminado el tratamiento con Dexametasona

Caso Dia 0 Dia 7 Dia 17 0-7 0-17

1 1646,41 677,35 969,06

2 2026,95 (702,11 583,8 1324,84 |1443,15
3 4941,64 |1168,15 |1041,35 3773,49 |3900,29
4 4249,69 |1211,43 (894,76 3038,26 |3354,93
5 8214,07 |2880,58 [1610,66 |5333,49 |6603,41
6 6982,2 |2900,15 [1323,37 |4082,05 |5658,83
7 7434,58 [2477,97 887,31 4956,61 |6547,27
Promedio [5070,8 |1716,82 |1056,88 |3353,97 |4013,92

El Gréfico 4 muestra los valores de la tabla 5 para el area vascular de las muestras
tumorales previo, durante y terminado el tratamiento con dexametasona. Se encontraron
diferencias significativas entre el area vascular de las muestras tumorales antes del
tratamiento (dia 0) y luego de 14 dias de tratamiento (dia 17) (p < 0,05), incluso las hubo

luego de 7 dias de tratamiento con Dexametasona (p < 0,05).
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5.4. Analisis descriptivo del lecho vascular

Previo al tratamiento con Dexametasona se observd, con la tincion de van Gieson,
que los tipos de vasos sanguineos predominantes correspondian a capilares, arteriolas y
vénulas, sin un predominio notorio de uno sobre otro (Figura 3). Estos vasos se observaron,
en general, dilatados conteniendo una cantidad importante de glébulos rojos en su interior,
los que se observaron de un color anaranjado con la tincion Papanicolau (Figura 4).
Ademéas se observan brotes endoteliales, que corresponden a células endoteliales que

emergen para originar nuevos vasos (Figura 5a y 5b).
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Luego de 14 dias de tratamiento con dexametasona, los tipos de vasos sanguineos y
su distribucion fueron similares a lo observado previo al tratamiento, sin embargo, estos
vasos no se encontraron distendidos y con escasa presencia de globulos rojos en su interior
(Figura 6).

La cantidad de vasos sanguineos presentes en las muestras posteriores al tratamiento
fue notoriamente menor que en las muestras tomadas previo al tratamiento con

dexametasona (Figuras 2a y 2b).
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Galeria de Imagenes

Cortes de TVT preV|o aI tratamlento con dexametasona donde se observan abundantes
vasos sanguineos tefiidos de color café oscuro con tincién inmunohistoquimica anti-factor
de vonWillebrand (1a) y luego de ser marcados de color rojo para medicion del area
vascular (1b) (200X).

Cortes de TVT Iuego de 14 dias de tratamlento con dexametasona donde se observa escasa
cantidad de vasos sanguineos tefiidos de color café oscuro con tincion inmunohistoquimica
anti-factor de vonWillebrand, previo (2a) y posterior (2b) a ser marcados de color rojo para
medicion del area vascular (200X).

Cortes de TVT previo al tratamlento con dexametasona donde se observa abundante
cantidad de capilares y pequefios vasos tefiidos de color anaranjado con tincion de
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vanGieson (3). Estos vasos contienen una importante cantidad de glébulos rojos en su
interior, los que se observan de color anaranjado con tincién Papanicolau (4) (200X).

que

Corte de TVT luego de 14 dias de tratamiento con dexametasona, tefiido con vanGieson,
donde se observa escasa cantidad de vasos sanguineos (capilares), los que no contienes
gldbulos rojos en su interior (200X).
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6. DISCUSION

6.1. Hemograma y Perfil Bioquimico de los perros tratados con

Dexametasona

Al analizar en forma conjunta el Hemograma y el Perfil Bioquimico, especialmente
este ultimo, de los perros tratados con dexametasona, Sse apreciaron alteraciones
compatibles con un efecto negativo del corticoide a nivel hepatico, lo que coincide con lo
descrito por Rogers y Ruebner (1977), quienes observaron lesiones hepaticas asociadas a la
administracion de corticoides en perros, los que parecen ser particularmente susceptibles a
presentar hepatopatias inducidas por el uso de corticoides. Estos hallazgos se relacionan
con un incremento de los niveles de la enzima fosfatasa alcalina (FA) en la sangre
(Schimmer y Parker, 2003), incremento que se vio en los 7 casos en estudio. Junto con esto
se observd un aumento de la enzima alanino amino-transferasa (ALT) en 6 casos, cuyo
incremento se relaciona con alteracion a nivel de canaliculos hepaticos. Otras alteraciones
caracteristicas en patologias hepaticas como el aumento de los niveles sanguineos de
bilirrubina sélo las present6 un caso, lo que podria estar explicado por factores individuales
y un por un efecto a menor nivel del corticoide en el higado.

Otros efectos del uso de corticoides que podrian explicar las alzas de las enzimas
anteriormente sefialadas, especialmente de FA, serian aquellos derivados de su actividad
catabodlica sobre masculo y hueso (Schimmer y Parker, 2003), sin embargo, esto no pudo

ser corroborado en este trabajo.
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En 4 y 5 casos respectivamente se presentd rouleaux (distribucion de los glébulos
rojos en “pilas de monedas™) y policromacia (coloracion plomiza de los eritrocitos), que,
aunque fueron de grado leve, podrian tener relacion con una alteracion de la funcion
hepatica, ya que el higado, junto con el bazo, ayuda a la eliminacién de eritrocitos
envejecidos (Montes, 2002). Sin embargo, ambas son alteraciones que se presentan en
animales sanos y no se relacionan necesariamente con alguna patologia.

La presencia de trombocitopenia en 3 casos no estaria asociada con los hallazgos
sefialados anteriormente, por el contrario, se postula que los corticoides aumentarian la
produccién de plaguetas (McDonald, 1988). Ademas, los valores observados no serian
suficientes para provocar un desorden de coagulacién, el que se produciria con valores
inferiores a 20.000 plaquetas/pL (Rudolph, 2002)

Es importante sefialar que ninguno de los 7 casos en estudio presentd signos clinicos
de enfermedad durante o terminado el tratamiento con la dexametasona, excepto algunos
episodios de diarrea en los primeros dias de tratamiento que fueron atribuidos al cambio de
alimento. Esto no descarta, sin embargo, la presentacion subclinica de alguna patologia que
pudiera explicar las alteraciones antes sefialadas y que, ya sea por la duracién del

tratamiento o por las dosis empleadas, no evolucion6 a un cuadro clinico.

6.2.  Areavascular y tamafio tumoral

La disponibilidad de anticuerpos dirigidos contra células endoteliales ha hecho
posible, mediante técnicas inmunohistoquimicas, una facil y répida evaluacion de la

actividad angiogenica en neoplasias, permitiendo determinar el efecto de drogas que
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interfieren con la proliferacion vascular. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en
medicina humana (Obermair et al., 1998; Moreno et al., 2000; Izawa y Dinney, 2001).

Los resultados obtenidos utilizando un anticuerpo anti—factor de vonWillebrand
fueron muy satisfactorios, coincidiendo con lo observado en varios tipos de cancer en
humanos (Weidner et al., 1991; Obermair et al., 1998) y en animales (Griffei et al., 1998;
Gonzaélez et al., 2000c). Este método, complementado con el anélisis de imagenes asistido
por un computador permitio obtener registros precisos, rapidos y objetivos, demostrando
ser una metodologia util para la evaluacion de neoplasias, coincidiendo con lo informado
sobre vascularizacion tumoral en tumores mamarios en caninos (Griffei et al., 1998) y en
TVT (Gonzélez et al., 2000c).

La disminucion significativa (p < 0,05) del area del lecho vascular lograda en este
trabajo, después de 14 dias de tratamiento con dexametasona, concuerda con el aspecto
macroscopico que presentaron los tumores terminado el tratamiento, los que se observaron
moderadamente mas palidos y menos hemorragicos que al inicio del tratamiento, asi como
también con lo observado histolégicamente en las muestras tefiidas con tinciones
corrientes.

Este resultado concuerda con lo descrito en la literatura para la dexametasona,
aunque no hay datos del uso de la droga en TVT, asi Crum et al. (1985) e Ingber et al.
(1986) encontraron que dexametasona y otros corticoides asociados con heparina, inhibian
la proliferacion vascular en la membrana corio-alantoidea de embriones de pollo. Kull
(1988) observo que Dexametasona inhibia la angiogénesis en una linea de carcinoma
mamario humano implantado en ratas, Arizawa et al. (1995) observaron que esta droga
inhibia la angiogénesis y disminuia la metastasis de una linea de cancer de colon humano

en un modelo animal. Hori et al. (1987) vieron que el corticoide también inhibia el proceso
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en implantes de esponja colocados en ratones. Lansink et al. (1998) observaron, en un
modelo in vitro de células endoteliales humanas, que dexametasona inhibia casi
completamente la formacion tubular de los vasos sanguineos.

En la mayoria de estos casos, la inhibicion de la angiogénesis estaria dada, ademas
de su efecto pro-apoptético sobre las células endoteliales, por la inhibicion de algunas
moléculas como el activador de plasmindgeno (PA), el cual transforma el plasminégeno en
plasmina, molécula que tiene un efecto proteolitico sobre la matriz extracelular,
permitiendo el avance de las células endoteliales activadas y la formacion de nuevos vasos
(Lansink et al., 1998). Ademas, la plasmina activa ciertas metaloproteinasas, moléculas
fundamentales para la migracion de células endoteliales (Griffioen y Molema, 2000). Otra
molécula inhibida por la dexametasona seria el factor de necrosis tumoral (TNF), que
induce la activacion de integrinas y estas facilitan la adhesion de los nuevos vasos a la
matriz extracelular (Griffioen y Molema, 2000).

A pesar de estos resultados, en la literatura también se describe que, por si sola, la
Dexametasona no inhibiria la proliferacion vascular (Folkman et al., 1983).

Aunque el analisis computacional mostrd una significativa disminucion del lecho
vascular, al analisis descriptivo con técnicas corrientes no se encontraron variaciones en los
tipos de vasos sanguineos a pesar de que se esperaba encontrar un tipo de vaso mas maduro
si pensamos que las drogas anti-angiogénicas deberian actuar sobre los nuevos vasos en
formacion. Esto podria deberse a un efecto anti-angiogénico indirecto de la dexametasona,
caracterizado por la induccion de apoptosis sobre las células endoteliales, mecanismo
mediado por la activacion de caspasas, segun Zhivotovsky et al. (1997) mas que a un efecto
anti-angiogenico propiamente tal. De esta forma se inicia la cascada apoptotica, llevando a

la muerte celular.
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La disminucion observada en el tamafio tumoral de los 7 casos luego de 2 semanas
de tratamiento con dexametasona, concuerda con lo descrito en la literatura para otras
drogas anti-angiogénicas en general (Folkman, 1995; Brem, 1999). Es decir que si bien
existe una disminucion, sélo es importante en periodos prolongados de tratamiento. Sin
embargo, no hay datos consignados en la literatura sobre la relacion entre tamafio tumoral y
el tratamiento con dexametasona como droga anti-angiogénica.

Esta leve disminucion podria deberse a que este tipo de drogas, generalmente,
bloquean la neovascularizacion inhibiendo la proliferacion y migracion de células
endoteliales, mas que matando estas células. Asi mismo, hay que considerar que en un
tumor como el TVT de nuestro estudio (no asi otros estudios, que generalmente utilizan
tumores inducidos o modelos de embrion de pollo), la regresion o involucion de un lecho
capilar que crece vigorosamente es un proceso mas lento que la lisis de las células
tumorales (Folkman, 1995), requiriendo, esta modalidad de terapia, de tratamientos
prolongados que deberian estar dirigidos a producir una estabilizacion de la enfermedad
mas que la reduccion completa del tumor, segin lo planteado por Fidler et al. (2001).
Ademas, no se deberia esperar una reduccion total del volumen tumoral ya que, como se ha
informado en la literatura (Rak et al., 1995; Carmeliet y Jain, 2000; Folkman, 2001)
tumores menores a 1 0 2 mm de diametro pueden sobrevivir sin aporte de nuevos vasos
sanguineos, lo que haria imposible eliminar completamente una masa tumoral utilizando
solo terapia anti-angiogénica.

Por estas razones, se postula que esta nueva modalidad de terapia y, por lo tanto,
cualquier droga anti-angiogénica, deberia ser utilizada como complemento a otras
modalidades de terapia contra el cancer como quimioterapia, radioterapia 0 inmunoterapia,

mas que como Unica estrategia.
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De esta forma se ha abierto un nuevo campo en el area de la terapia anticancerosa,
con prometedores resultados, llevando al desarrollo de inhibidores sintéticos del proceso
angiogenico, como la talidomida, o de origen enddgeno, como la angiostatina o la
endostatina, orientados principalmente al campo de la medicina humana, pero con la
posibilidad cierta de que en un futuro proximo se logre un desarrollo de este campo en la

medicina veterinaria y tengamos nuevas armas con que contar para el tratamiento del

cancer en animales.
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CONCLUSIONES

La dexametasona disminuy0 significativamente la actividad angiogénica en el TVT

canino de ocurrencia natural.

La actividad angiogénica disminuida por la dexametasona no se refleja en una
disminucion significativa con el tamafio tumoral, al menos en el corto plazo en que se

realizo este ensayo.

La dexametasona, con las dosis y el tiempo empleados, no afectd la salud de los
pacientes, sin embargo, su uso méas prolongado o con dosis mas elevadas requeriria

evaluacion permanente del paciente.

El uso de anticuerpos policlonales contra el factor de vonWillebrand, asociado al
analisis morfométrico a través un programa computacional, resulté ser una metodologia
facil, rapida y confiable para evaluar la actividad angiogénica del TVT canino de

ocurrencia natural.
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Anexos

Anexo 1

Anexo 1: Esqguema de procedimientos realizados a los pacientes con TVT

1*" Hemograma
y Perfil
Biogquimico

Dia 0 Diasl1a7 Dias 8 a 14 Dia 17
Dexametasona Dexametasona
(reduccién)
Dia 7
1° biopsia 2% biopsia 3%2 biopsia

2% Hemograma y
Perfil Bioguimico

Anexo 2

Silanizacién de portaobjetos

- Limpieza del portaobjeto con solucién de alcohol-clorhidrico (etanol de 95% con 0,5%

de HCI). Secar con pafio o papel absorbente. Enjuague en acetona pura p.a. por 1

minuto.

- Inmersidn de portaobjetos en solucion de 3-Aminopropiltrietoxisilano al 2% en acetona

p.a. por 3 minutos.

- Enjuague en acetona p.a. por 15 segundos.

- Secado rapido utilizando aire caliente (Ej.: secador de pelo).

- Dejar secar durante 1 hora a 60°C o toda la noche a temperatura ambiente.
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Anexo 3

Técnica inmunohistoguimica anti — factor de vonWillebrand

- Desparafinado

- Recuperacién de inmuno-rreactividad con Proteinase K enzime (DAKO®, Dinamarca):
2 gotas diluidas en 4 ml de Tris-cloro. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente, en
agitador.

- Lavado con agua destilada: un lavado répido, seguido de 3 lavados de 5 minutos cada
uno.

- Bloqueo de la peroxidasa enddgena con Peroxidase Blocking reagent (ready to use)
(DAKO®, Dinamarca): sacar el excedente de agua y luego aplicar el producto sobre
todo el tejido. Dejar 20 minutos a temperatura ambiente, en agitador.

- Lavado con agua destilada: un lavado rapido, seguido de 3 lavados de 5 minutos cada
uno.

- Bloqueo de uniones inespecificas con Protein Block Serum-free (ready to use)
(DAKO®, Dinamarca): sacar el excedente de agua y luego aplicar el producto sobre
todo el tejido. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente, en agitador.

- Incubacién con anticuerpo primario anti-factor de Von Willebrand (DAKO®,
Dinamarca): diluir 0.5ul/1000ul en PBS méas BSA al 1%. Sacar el excedente del
blogueador aplicado en el paso anterior y luego aplicar la dilucion sobre todo el tejido.
Incubar toda la noche en refrigeracion ( 2°-4°).

- Lavado con PBS: un lavado rapido seguido de 3 lavados de 5 minutos cada uno.

- Incubacién  con aticuerpo secundario biotinilado Swine anti-rabbit (DAKO®,

Dinamarca): diluir 1ul/400ul en PBS més BSA al 1%. Sacar el excedente de PBS y
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luego aplicar el producto sobre todo el tejido. Dejar 1 hora a temperatura ambiente, en
agitador.

Lavado con PBS: un lavado rapido seguido de 3 lavados de 5 minutos cada uno.
Incubacién con conjugado  Estreptavidina-peroxidasa, Streptavidin  (DAKO®,
Dinamarca): diluir 1ul/400ul en PBS mas BSA al 1%. Sacar el excedente de PBS y
luego aplicar el producto sobre todo el tejido. Dejar 1 hora a temperatura ambiente, en
agitador.

Lavado con PBS: un lavado rapido seguido de 3 lavados de 5 minutos cada uno.
Revelado con Sustrato cromdégeno/DAB (DAKO®, Dinamarca): diluir 1gota/iml de
DAB. Sacar el excedente de PBS y luego aplicar el producto sobre todo el tejido. Dejar
3 minutos en oscuridad.

Lavado con agua destilada: un lavado rapido, seguido de 3 lavados de 5 minutos cada
uno.

Contratincion con Hematoxilina.

Deshidratado, aclarado y montaje.
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Anexo 4

Anexo 4: Valores obtenidos en el Hemograma y Perfil Bioguimico de los perros

tratados con Dexametasona y valores normales para la especie

Caso| 1 2 3 4 5 6 7 Valores
Alteracion normales*
Anisocitosis ++ ++ -
Policromacia + + + + ++ -
Rouleaux + + + ++ -
Anemia macrocitica 35 37-55%
Trombocitopenia 176.000 188.000 147.000 200.000 -
500.000
plaquetas/pl
Linfopenia 660 1.000 - 4.800
linfocitos/pl
Desv. A la izq. + ++ -
Monocitopenia 122 150 - 1.350
monocitos/pl
Eosinopenia 0 100 - 1.250
eosinofilos/ul
Linfocitos atipicos i -
Hipoproteinemia 4,3 54-7,1g/dl
Hiperproteinemia 7,6 54-7,1g/dl
Hipoalbuminemia 1,7 2,3 2,6 — 3,3 g/dl
Hipoglobulinemia 4.7 2,6 2,7—4,4 g/dl
Hiperglobulinemia 2,7—4,4 g/dl
NUS aumentado 35 34 10 — 30 mg/dl
Hiperbilirrubinemia 0,8 0,7 0,1 - 0,5 mg/dl
total
Hiperbilirrubinemia 0,3 0,06 - 0,12
conjugada mg/dI
Hiperbilirrubinemia 0,6 0,01-0,49
libre mg/dI
FA aumentada 172 | 302 |621| 299 |[469|456| 572 <159 U/L
ALT aumentada 109 | 210 310 |240|134| 393 <68 U/L
GGT aumentada 10 19 <8 U/L

* Los valores normales para la especie son entregados por el Laboratorio de Patologia
Clinica de la facultad en sus examenes y corresponden a valores de Shalm’s Veterinary

Hematology y de Clinical Biochemistry of Domestic Animals (Kaneco, J.)
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Anexo 5

Anexo 5: Medidas tumorales (cm) de los perros con TVT tratados con

Dexametasona
Caso |medicion [dia0 |dia2 |dia4 |dia6 |dia8 |dia 10 |dia 12 |dia 14 |dia 17
1 largo 1,6 16 [15 15 |15 (14 1,4 1,4 1,4
ancho 1,5 15 |15 14 14 |14 1,3 1,3 1,3
fondo 1,1 1,1 |11 1 1 1 1 1 1
2 largo 2,6 26 26 (26 |25 25 2,5 2,5 2,5
ancho 1,3 1,3 [1,3 1,3 12 (1,2 1,2 1,2 1,2
fondo 0,5 05 |05 05 |05 |05 0,5 0,5 0,5
3 largo 2,8 28 28 28 |28 (2,7 2,7 2,7 2,6
ancho 3,2 32 |32 32 32 |32 3,2 3,2 3,2
fondo 1,2 1,2 |12 1,2 12 (1,2 1,2 1,2 1,2
4 largo 2,1 21 21 21 |2 2 2 2 2
ancho 1,6 16 |16 16 |15 (14 1,4 1,4 1,4
fondo 1 1 1 09 |09 108 0,8 0,8 0,8
5 largo 1,4 14 [1,3 1,3 12 (1,2 1,2 1,2 1,2
ancho 1,7 1,7 |17 1,7 1,7 |16 1,5 1,5 15
fondo 1,2 1,2 |12 1,1 |11 11 1,1 1,1 1,1
6 largo 3,2 32 32 32 (32 |32 3,2 3,2 3,2
ancho 2,3 23 23 23 23 2,3 2,3 2,2 2,2
fondo 2,3 23 23 23 23 2,3 2,3 2,3 2,3
7 largo 2,5 2,5 2,5 2,4 24 |24 2,4 24 2,4
ancho 3,6 36 (36 (35 (35 35 3,5 3,5 3,4
fondo 2,2 22 22 22 22 22 2,2 2,2 2,2
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Anexo 6

Anexo 6: Area vascular (um?) por campo de los perros con TVT tratados con

Dexametasona
Caso Dia campol |campo2 |campo3 |campo4 [campo5 |promedio
1 0 986,65 1332,65 [2736,82 |1838,83 |1337,08 |1646,406
7 808,11 657,82 269,83 595,45 1055,53 677,348
17
2 0 4023,17 |1633,57 |1716,81 |1584,57 |1176,62 [2026,948
7 1700,24 (282,52 619,66 571,19 336,93 702,108
17 537,48 931,37 283,21 488,27 678,69 583,804
3 0 2512,38 |10935,78 |3801,97 |4539,95 |2918,11 |4941,638
7 1453,14 (256,19 1001,17 [2260,76 869,47 1168,146
17 1002,86 [1174,39 |946,81 1041,3533
4 0 1979,73  |4375,7 4404,47 |5894,77  |4593,77 |4249,688
7 1450,69 [2222,6 867,24 1196,31 (320,31 1211,43
17 890,12 855,88 478,27 1211,07 (1038,44 894,756
5 0 11934,7 16853,9 6188,64 |6705,16 |9387,94 |8214,068
7 4308,34 [3966,24 |3982,98 |1285,44 (859,92 2880,584
17 3552,42 980,74 552,08 1896,6 1071,46 |1610,66
6 0 5689,21 [7998,3 6552,06 |6556,21 |8115,2 6982,196
7 1889,7 1845,22  (3156,19 |5302,61 |2307,05 |2900,154
17 2016,47 |516,35 1204,43 (1855,25  |1024,35 |1323,37
7 0 5764,5 5794,01 |6330,01 |8424,94 |10859,44 |(7434,58
7 2048,9 2376,22 |1344,95 |4203,97 |2415,82 [2477,972
17 387,52 1570,08 [885,5 1098,69 494,75 887,308
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