UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

ANALISIS MORFOMETRICO DEL LECHO VASCULAR DEL
TUMOR VENEREO TRANSMISIBLE, EN REGRESION
INDUCIDA CON VINCRISTINA

FRANCISCO CONTRERAS YELPI

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico
Veterinario
Departamento de Patologia

Animal

PROFESOR GUIA: DR. CARLOS GONZALEZ RIVEROS
SANTIAGO, CHILE
2006



INDICE

1. Introduccion

2. Revision Bibliografica

2.1. Tumor Venéreo Transmisible canino (TVT)
2.1.1. Etiologia

2.1.2. Epidemiologia

2.1.3. Manifestaciones clinicas

2.1.4. Biologia e Inmunologia Tumoral

2.1.5. Diagnostico

2.1.6 Tratamiento

2.2. Mecanismo de accion de las drogas antitubulinicas
2.3. Vascularizacion y Neoplasias

2.4. Terapia antivascular y vaculatura tumoral

3. Hipdtesis
4. Objetivos

4.1 Objetivo general
4.2 Objetivos especificos

5. Materiales y Métodos
5.1. Materiales

5.1.1. Muestras bioldgicas

5.1.2. Tratamiento

5.1.3. Técnicas Histologicas

5.1.4. Equipo

5.2. Métodos

5.2.1 Obtencion de muestra

5.2.2 Diagnéstico citoldgico
5.2.3. Biopsias tumorales

5.2.4. Evaluacion de los resultados
5.2.5. Analisis estadistico

6. Resultados

6.1. Estudio descriptivo del TVT

6.1.1 Caracteristicas citologicas e histopatologicas del TVT

6.1.2 Caracteristicas histopatologicas del lecho vascular del TVT
6.2. Analisis morfométrico

6.2.1 Estimacion del grado de vascularizacion a través de eritorocitos
6.2.2 Area vascular total y drea promedio

7. Discusion
7.1. Caracteristicas citoldgicas e histopatolégicas de TVT
7.2 Caracteristicas vasculares del lecho vascular del TVT

8. Conclusiones
9. Bibliografia
10. Anexos



RESUMEN

Actualmente, dentro de las opciones terapéuticas antineoplasicas mas investigadas,
se destaca la terapia anti-angiogénica, aparentemente sin efectos colaterales importantes
para el paciente. Esta terapia se dirige hacia los factores implicados en el progreso de la
cascada angiogénica, para impedir el soporte sanguineo del tejido tumoral, aumentando la

apoptosis de las células neoplasicas.

En este estudio se estudiaron los cambios del lecho vascular del TVT, tanto en su
fase de crecimiento progresivo como durante la regresion inducida por el tratamiento con
sulfato de vincristina (VCR), droga antineopldsica que, adicionalmente a su efecto
citostatico sobre la masa tumoral, ha demostrado presentar caracteristicas antivasculares

directas.

Se utilizaron biopsias de tumores de TVT de ubicacion genital de 10 caninos adultos
de entre 1 a 10 afios de edad, sin distincion de sexo ni raza. Los pacientes fueron sometidos
a quimioterapia, utilizando VCR, en dosis Unica de 0,03 mg/kg, via endovenosa, para

inducir regresion tumoral.

Histopatologicamente a través de la tincion Papanicolau, se observé que luego del
tratamiento, el nimero de vasos sanguineos y eritrocitos presentes en el lecho vascular
disminuian notoriamente. Por otra parte se determind, mediante el estudio morfométrico de
los cortes de TVT, que el area ocupada por los eritrocitos era significativamente mayor
(p<0.05) en los casos de TVT progresivo versus los de fase regresiva. Ademas, se
comprobd que el area total y el area promedio ocupada por vasos sanguineos intratumorales
en fase progresiva, son significativamente mayores (p<0.05) a las obtenida para la fase

regresiva inducida con VCR.

Palabras clave: Tumor venéreo transmisible, Vascularizacion, Vincristina.



SUMMARY

The inhibition of the angiogenesis process is currently one of the most
investigated antineoplastic therapies, with no important side effects for the patient. This
therapy is directed against the factors implied in the progress of the angiogenic cascade,
to impede a vascular supply to the tumoral mass, increasing apoptosis in neoplastic

cells.

In this study changes of the vascular bed of canine TVT were studied after
regression induced by treatment with vincristine sulfate (VCR). This antineoplastic

drugs has shown both a cytostatic effect on tumor cells and an antivascular action.

Histopatologically  through computerized assisted morphometry and
Papanicolau stain, was observed that after the treatment with VCR, the number of blood
vessels and area occupied by erythrocytes diminished significantly (p <0.05). Also, the
total area and the average area occupied by intratumoral blood vessels was significantly

lower (p <0.05) for the regressive phase of canine TVT growth induced with VCR.

Key Words: Transmissible venereal tumor, Vascularization, Vincristine sulphate.



1. INTRODUCCION

En la actualidad, la oncologia ha enfocado gran parte de sus esfuerzos hacia el
desarrollo de terapias antineopldsicas de menor impacto, para el organismo y su balance
homeostatico. Los modelos animales, historicamente, se han presentado como una de las
principales alternativas para el disefio de ensayos oncoldgicos utilizando enfermedades
neoplésicas de ocurrencia natural (ensayos clinicos), como el tumor venéreo transmisible

(TVT).

El TVT se caracteriza, en su presentacion clinica, por su aspecto hemorragico,
asociado a una extensa irrigacion sanguinea, que le sirve de sostén para recibir los
componentes que le permiten desarrollar su acelerado metabolismo. Esto sugiere, que este
tumor seria un excelente modelo para el estudio de procesos biologicos, como la
angiogénesis tumoral y de su comportamiento frente al tratamiento con drogas

antineoplasicas, convencionales y antiangiogénicas.

Actualmente, dentro de las opciones terapéuticas antineoplasicas mas investigadas,
se destaca la terapia anti-angiogénica, aparentemente sin efectos colaterales importantes para
el paciente. La angiogénesis es un proceso de tipo bioldgico multifactorial, caracterizado por
la formacion de neocapilares a partir de vasos preexistentes, que ocurre en algunos procesos
fisiol6gicos y patoldgicos, como el cancer. Esta terapia se dirige hacia los factores
implicados en el progreso de la cascada angiogénica, para impedir el soporte sanguineo del

tejido tumoral, aumentando la apoptosis de las células neoplasicas.

En este estudio se caracterizaran los cambios que presenta el lecho vascular tumoral
del TVT, tanto en su fase de crecimiento progresivo como durante la regresion inducida por
el tratamiento con sulfato de vincristina (VCR), droga antineoplasica que, adicionalmente a
su efecto citostdtico sobre la masa tumoral, ha demostrado presentar caracteristicas

antivasculares directas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises desarrollados, en los que una
de cada cuatro personas fallece debido a esta enfermedad. Sin embargo el progreso en la
deteccion, diagnoéstico y tratamiento han aumentado la tasa de supervivencia frente a
muchas clases de cancer. En la casuistica veterinaria actual, este tipo de patologias son de
alta prevalencia y también representan una de las principales causas de muerte (Wilthrow y
MacEwen, 2001). Por esto la oncologia veterinaria ha presentado un importante desarrollo
en el ultimo tiempo, asociado a un aumento en la publicacion de textos y de trabajos
cientificos en revistas especializadas, ademas de la creacion de la Veterinary Cancer Society
y del reconocimiento de la especialidad en la década de los “80, por el American College of

Veterinary Internal Medicine (Flores et al., 2000).

2.1 TUMOR VENEREO TRANSMISIBLE

Una de las neoplasias de mayor incidencia en el canino es el tumor venéreo
transmisible (TVT) (Flores et al., 1986; Flores et al., 2000). Este tumor, descrito por
primera vez en 1876 por el médico ruso Dr. M. A. Novinsky, es una neoplasia de células
redondas, al igual que mastocitomas, histiocitomas y linfosarcomas (Meyer y Franks, 1986)
y ha recibido numerosas denominaciones, como linfosarcoma venéreo, sarcoma de Sticker,
granuloma venéreo (Booth, 1994), linfoma contagioso, condiloma canino, tumor venéreo

contagioso ¢ histiosarcoma (Gonzalez ef al., 2002), entre otras.

EI TVT afecta a la familia de los caninos, por medio del transplante espontaneo de
las células tumorales, como resultado del desarrollo de interacciones sociales y sexuales
entre individuos susceptibles (Torres, 1999). Fue el primer tumor que logré ser transmitido
de un individuo a otro, en forma experimental (Rogers, 1997; Oltra, 1999), mientras que, en
forma natural, se propaga mediante transplante alogénico (Feldman y Nelson, 1987), o sea
entre individuos diferentes de una misma especie y no por la transformacion de las células
del huésped, como ocurre en la mayoria de las neoplasias (Cohen et al., 1984). El
transplante de tejido neopldsico entre individuos, en las especies mamiferas es un evento
que se obtiene solo en forma experimental, por el implante de células tumorales entre
individuos isogénicos, o sea genéticamente idénticos, por lo que el TVT ha sido

considerado como un modelo interesante para estudiar mecanismos de transplantabilidad y



respuesta inmune (Alberts et al., 1994; Gonzélez et al., 2002). Experimentalmente, también
se ha logrado transplantar el tumor en otros caninos emparentados al perro, como el lobo, el

chacal, el zorro y el coyote (Yang, 1988; Rogers, 1997; Mukaratirwa y Gruys, 2004).

2.1.1 ETIOLOGIA

Para explicar la etiologia del TVT, se han discutido principalmente dos teorias: la
teoria del transplante celular neoplésico y la teoria viral (Mukaratirwa y Gruys, 2004). Se
han publicado diversos trabajos para la caracterizacion de las células del TVT a través de la
inmunobiologia (Cohen, 1980; Cohen et al., 1984; Yang, 1988; Yang et al., 1991; Gonzalez
et al., 2000), del analisis cromosoémico (Weber et al., 1965; Barski et al., 1966; Idowu,
1984; Fujinaga et al., 1989); del estudio del reordenamiento genético (Katzir et al., 1985;
Amariglio et al., 1991; Choi et al., 1999; Chu et al., 2001; Choi et al., 2002) y del
inmunofenotipo del tumor (Mozos ef al., 1996; Marchal et al., 1997; Pereira et al., 2000).
Se ha establecido que estas caracteristicas son comunes entre células de TVT de diversas
latitudes (Gonzélez et al., 2002), por lo que estos tumores podrian compartir un antepasado
celular comun (Epstein y Bennett, 1974; Booth, 1994), que ha continuado siendo
transmitido por medio el transplante celular, a través del tiempo (Cohen, 1985; Rogers,
1997), temiendo en cuenta, ademas, que las caracteristicas histologicas del tumor no son
alteradas por transferencia pasiva (Adams et al., 1968). Una de las principales pruebas, que
apoya la naturaleza de la transmision celular en lugar de un virus oncogénico, podria ser el
numero constante de cromosomas detectados en las células de TVT (Feldman y Nelson,
1987), de diversas latitudes geograficas (Torres, 1999), con caracteristicas cariogenéticas
que claramente difieren de las del perro doméstico (Canis familiaris) (Mukaratirwa y Gruys,

2004).

No obstante, no se ha podido establecer con certeza la célula que origina la
neoplasia, pues la célula originaria y el inmunofenotipo que ésta exhibiria, permanecen
siendo desconocidos (Mozos et al., 1996; Gonzalez et al., 2002), aunque muchas de las
caracteristicas inmunfenotipicas estudiadas en el TVT (Mozos et al., 1996; Marchal et al.,
1997; Pereira et al., 2000), ademas de evidencia reciente, que ha descrito la presencia de
amostigotes de la Leishmaniasis, dentro del citoplasma de las células de TVT, de tumores
primarios genitales y extragenitales, lo cual representaria una nueva evidencia que podria
relacionar al TVT con la posibilidad de un origen histiocitario (Albanese et al., 2002;

Catone et al., 2003).



También se investigd en relacion a una probable etiologia viral, y a pesar de que
algunos trabajos han detectado caracteristicas que son compatibles con un contagio viral
(Saap et al., 1970; Cockrill y Beasley, 1975; Amber et al., 1985) permanece ain sin ser
comprobada, a través de pruebas reproducibles y consistentes (Morris y Dobson, 2002).
Ademas, las células tumorales infectadas con virus de naturaleza oncogénica, presentan
cantidades variables de cromosomas, mientras que las células TVT se caracterizan por un
numero constante de 50 cromosomas, al igual que cantidades similares de ADN (Barski et
al., 1966; Feldman y Nelson, 1987) y se ha demostrado que un infiltrado tumoral libre de
células es incapaz de generar, en forma constante, la transmision del tumor (Feldman y

Nelson, 1992; Torres, 1999; Wilthrow y MacEwen, 2001).

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Es un tumor de distribuciéon mundial (Rogers, 1997), de mayor prevalencia en
regiones urbanas de clima tropical y subtropical (Amber et al., 1982; Scott et al., 1998). La
mayoria de los perros tienden a ser de razas grandes de vida libre (Booth, 1994; Rogers,
1997; Wilthrow y MacEwen, 2001), sexualmente activos (Feldman y Nelson, 1992; Rogers,
1997; Oltra, 1999) y jovenes (Calvert et al., 1982) y sin una clara predisposicion sexual ni

racial (Scott et al., 1997; Morris et al., 2002).

El TVT se considera como un tumor maligno debido a su capacidad para metastizar,
que puede representar un riesgo de muerte para el paciente (Prier y Jhonson, 1964; Oltra,
1999). Debido a su forma de transmision, el TVT se presenta, principalmente, en los
genitales externos de perros de ambos sexos, ya sea en forma tnica o multiple (Moulton,
1961; Richard, 1994; Oltra, 1999), ubicandose en membranas mucosas, lo que se ve
facilitado por la presencia o la generacion de soluciones de continuidad en el epitelio, pues
esto favorece la propagacion de las células tumorales (Calvert, 1982; Rogers, 1997). De esta
manera, el lugar de mayor ocurrencia del TVT, en su forma natural, son las mucosas
genitales y esto esta asociado principalmente al desarrollo de la conducta reproductiva entre
un canino enfermo y uno sano (Mizuno et al., 1996). En la hembra canina, el TVT se
presenta, generalmente, como una masa en la pared vaginal, sin embargo, también se ha
documentado la implicancia de las zonas vestibular y vulvar, los labios vaginales, el cérvix
y el utero (Feldman y Nelson, 1987). En machos, se ubica, de preferencia, en la mucosa del

pene y zona parietal del prepucio (Moulton, 1961; Idowu, 1975; Oltra, 1999). En su



presentacion extragenital, se ubica en nddulos linfaticos inguinales, mucosa nasal e
intranasal (Papazoglou et al., 2001), oral y anal, parpados, senos frontales, piel, subcutis,
paladar blando, rifiones y cerebro, entre otros (Feldman y Nelson, 1987; Vermooten, 1987;
Booth, 1994; Oltra, 1999), lo que podria ser el resultado de una metastasis desde un tumor
primario (Oduye et al., 1973; Oltra, 1999) o del desarrollo de conductas sociales, como el
lamido y el olfateo (Rogers, 1997). En estos casos se dificulta la diferenciacion entre un
sitio extragenital primario y una metastasis (Rogers, 1997), ademés de un diagnostico
diferencial que descarte la presencia de otros tumores caninos de células redondas como los
linfomas, histiocitomas, melanomas amelanoliticos y los tumores de células cebadas o los

carcinomas pobremente diferenciados (Mozos et al., 1996).

2.1.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Los signos clinicos asociados al TVT pueden presentarse por semanas o meses,
entre los cuales la presencia de la secrecion serosanguinolenta genitalal, debido a la
vascularizacion y fragilidad del tumor (Fedman y Nelson, 1987), se describe como la
principal causa de consulta, entre los individuos afectados por el tumor (Wilthrow y
MacEwen, 2001). También se describe presencia de inflamacion o alteracion de la forma
genital, el lamido excesivo del 4rea implicada, presencia de olor anormal asociado o una
masa que protruye (Rogers, 1997). En tumores extragenitales segiin se describe la presencia
de secresion nasal aumentada y estornudos, con o sin hemorragia asociada, linfoadenopatia
regional de la zona afectada, aumento de volumen cutaneo o subcutaneo, malformacion

facial y disfagia (Torres, 1999; Papazoglou et al., 2001).

Macroscopicamente, las masas tumorales tienen forma semejante a una coliflor
(Withrow y MacEwen, 2001), en nodulos solitarios o multiples, irregulares, de color gris o
rosagrisaceo (Feldman y Nelson, 1987), altamente vascularizadas, friables y hemorragicas,
y segun la data de inicio, asociadas a Ulceras, necrosis y contaminacion superficial (Booth,
1994; Torres, 1999), con un tamafio que puede alcanzar desde 1 a 20 cm de diametro (Scott

et al., 1998).

2.1.4 BIOLOGIA E INMUNOLOGIA TUMORAL

Se describen dos fases bioldgicas para esta neoplasia, una progresiva y otra

regresiva, que se diferencian por la actividad proliferativa observada en el tejido tumoral



(Chu et al., 2001), y que ha sido cuantificada a través de diversos métodos, como la
actividad mitdtica presente, la relacion entre células redondas y células fusiformes, y los
grados de fibrosis y necrosis del estroma celular (Hill ez al., 1984 Yang, 1985; Oltra, 1999;
Gonzalez et al., 2000), entre otros. También se ha descrito una fase estatica (Baber et al.,
1999; Mukaratirwa y Gruys, 2004), que corresponderia a un equilibrio dindmico entre las
actividades proliferativa y regresiva, en forma simultanea, dentro de un mismo tumor (Trail

y Yang, 1985; Pérez et al., 1998).

El TVT es una neoplasia que posee la particularidad de ser transplantable mediante
células viables, superando las barreras del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
(Mukaratirwa y Gruys, 2004). El curso natural de la enfermedad, estaria determinado por la
respuesta inmune del animal frente al tumor, pudiendo tener un crecimiento local e
indoloro, ser de tipo progresivo con desarrollo de metastasis (Rogers, 1997) o tender a la
remision espontanea (Bennet et al., 1975; Pérez et al., 1998), que es acompafiada por un
transplante de inmunidad anti-exposicion a TVT (Chandler y Yang, 1981). Si bien en la
literatura no hay estudios que describan la regresion del TVT de ocurrencia natural (Scott
et al., 1998), el comportamiento de los tumores producidos experimentales ha demostrado
ser bastante predecible (Hsiao et al., 2004) y la mayoria de los animales adultos, sanos e
inmunocompetentes, sufren regresion espontdnea dentro de 4 a 6 meses del implante
experimental (Pérez et al., 1998; Liao et al, 2003). Por otra parte, en animales
inmunodeprimidos y cachorros, se describe la ocurrencia de metastasis (Cohen, 1972;
Vermooten, 1987; Yang, 1988). Estas se desarrollarian en menos del 5% de los casos
(Booth, 1994), implicando los ganglios linfaticos inguinal superficial e iliaco externo
(Feldman y Nelson, 1987), piel, tejido subcutaneo, higado, bazo, tonsilas, pulmones (Yang,
1987), paladar blando, rifiones, cerebro (Vermooten, 1987; Ferreira et al., 2000) y ojos
(Boscos, 1998; Ferreira et al., 2000; Pereira et al., 2000).

La fase regresiva del TVT estaria mediada por mecanismos inmunoldgicos (Trail y
Yang, 1985) y los principales factores asociados serian la inmunidad humoral y celular, la
expresion de antigenos de histocompatibilidad en células de TVT y las citoquinas liberadas

por las células inflamatorias y leucocitarias (Chu ef al., 2001).
Se piensa que los animales que sufren regresion y cachorros nacidos de hembras

inmunizadas contra el TVT (Fenton ef al., 1988) que no vuelven a presentar la enfermedad

(Mizuno et al., 1989), se deberia principalmente al desarrollo de inmunidad humoral y
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celular (Mozos et al., 1996). La refractariedad a nuevos desafios con células tumorales
(Feldman y Nelson, 1987) estaria relacionada con la existencia de antigenos de membrana
celular y de anticuerpos dirigidos contra estos (Palker et al., 1981; Hill et al., 1984). Se ha
demostrado que el crecimiento tumoral puede ser inhibido por transferencia de suero
hiperinmune (Cohen, 1980). También se han detecado antigenos asociados al tumor (AAT)
(Palker et al., 1981; Yang et al., 1991) y se ha postulado que podrian contribuir a bloquear
parcialmente la respuesta inmune durante la fase progresiva de la neoplasia, como se ha
demostrado en otros tumores (Black, 1980), pues se ha determinado que los niveles
sanguineos de estos antigenos se correlacionan positivamente con el volumen tumoral, y
que la extraccion del tumor produce su desaparicion, luego de 48-72 horas (Yang et al.,

1991).

En otras investigaciones se ha demostrado el establecimiento de una respuesta
leucocitaria frente al TVT (Oduye et al, 1973; McEnyee et al., 1976; Ivoghli, 1977,
Gonzalez et al., 2000), describiéndose un incremento significativo de linfocitos infiltrativos
del tumor (TIL) en TVT regresivos, con un predominio de linfocitos T (Chandler y Yang,
1981; Mizuno et al., 1989; Trail y Yang, 1985; Mozos et al., 1996) y de la subpoblacion de
linfocitos T citotoxicos (CD8+) (Kipar et al., 1998; Oltra, 1999). Ademas, se ha informado
de un aumento en la actividad blastocistica de los linfocitos de sangre periférica (PBL) en
tumores regresivos, describiendo un notable aumento del nivel de linfocitos T, lo que
desencadenaria la intensa infiltracion tumoral descrita, en la que los LT serian
fundamentales para la regresion tumoral (Mizuno et al., 1989). En otro estudio se describio
la presencia de una molécula citotoxica producida por las células TVT, con un peso
molecular entre 30 a 100 kDa, que induciria apoptosis en la fraccion de LB de los PBL

(Liao et al., 2003).

El mecanismo por el cual las células de TVT sortean las barreras de
histocompatibilidad por un tiempo tan prolongado, siendo luego detectadas, no esta claro.
Al parecer el TVT podria haber sufrido un proceso de seleccion, desde el punto de vista

inmunologico (Mukaratirwa y Gruys, 2004).

Por otra parte, se ha demostrado que la expresion de las moléculas de CMH clase I y
II, que durante la fase progresiva, usuamente es baja, sufre un notable aumento durante la
fase regresiva (Hsiao et al, 2002), pero la falta de expresion de (3, microglobulina, en

aproximadamente el 80% del total de células tumorales, dificulta la formacion del CMH-I
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en la superficie celular (Cohen et al., 1984). Hsiao et al., en el 2002, obtuvieron resultados
que indican que los mismos linfocitos infiltrativos del tumor (TIL), inducirian la expresion
de CMH-1 y II, pero so6lo en un tercio de las células del TVT regresivo, mientras que un 60-
70% se mantendrian sin expresar el CMH-I. Esto limitaria la eficiencia de la respuesta
citotoxica antitumoral de CD8+, (Torres, 1999), que es la clase de LT que predomina entre

los TIL de ambas fases tumorales (Kipar ef al., 1998).

En un intento por comprender mejor la funcion de las citoquinas en TVT, se
comprobd que la IL-6 secretada en grandes concentraciones por los TIL, reestablece la
actividad citotoxica de linfocitos con actividad “killer” (LAK), suprimida por el TGF-1
secretado por las mismas células tumorales (Hsiao et al., 2004). Esto es de mucha
importancia en relacion al desarrollo de la respuesta inmune en TVT, debido a que la
ausencia de CMH-I sobre la superficie de las células tumorales, obliga a que otras células
como las LAK asuman gran parte de la respuesta citotoxica montada en el TVT (Hsiao et

al., 2004).

2.1.5 DIAGNOSTICO

El diagnoéstico de TVT se inicia con la anamnesis, un examen clinico del individuo
y la signologia clinica del caso (Rogers, 1997). Para confirmar la sospecha de TVT y hacer
diagnostico diferencial con otras neoplasias de células redondas (Booth, 1994), es necesario

recurrir a la evaluacion citologica o histopatologica del tumor (Wellman, 1996).

La muestra citologica de TVT suele presentar gran cantidad de células
inflamatorias, leucocitarias (Rogers, 1997) y células tumorales, las que tienen una
apariencia tipica (Rogers, 1997), de forma ovalada y gran tamafio (Booth, 1994), nicleo
redondo u ovalado de tamafio variable, frecuentemente hipercroméatico, excéntrico y con un
nucléolo de color azul caracteristico (Weir et al., 1978; Yang, 1987; Booth, 1994; Wellman,
1996). Es comun encontrar muchas células en mitosis (Weir et al., 1978; Booth, 1994). El
citoplasma es poco definido, baséfilo y con multiples vacuolas (Gonzalez et al., 2000), con

una relacion entre citoplasma y nicleo de dos es a uno (2:1) (Booth, 1994).
Para diferenciar al TVT de otras neoplasias se requiere de una evaluacion

histopatoldgica mediante una biopsia del tumor (Wellman, 1996). Los cortes histologicos de

TVT se han sometido a la tincion de Giemsa, la de azul de toluidina (Mozos et al., 1996) y
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principalmente a la Hemoatoxilina-eosina (Oltra, 1999), entre otras técnicas.
Histologicamente se aprecia un tejido homogéneo (Torres, 1999), compuesto de células
neoplasicas redondas o poliédricas, uniformes, ordenadas en masas compactas (Weir et al.,
1978; Scott et al., 1997; Gonzalez et al., 2002), interconectadas con un delgado estroma
fibrovascular (Moulton, 1961), el cual permite que las células se ordenen en racimos o
cordones (Rogers, 1997). También se ha indicado que, en algunos tumores, es posible
apreciar alteraciones asociadas a la ulceracion e inflamacion secundaria de la mucosa
(Mozos et al., 1996). Las células tumorales son de gran tamafio, redondas, ovoides o
poliédricas (Mozos et al., 1996; Rogers, 1997; Torres, 1999). El nacleo es grande, redondo,
hipercromatico, con bordes bien delimitados (Hill et al., 1984; Vermooten, 1987; Booth,
1994) con numerosas figuras mitoticas en su interior (Mozos et al., 1996; Scott et al., 1998),
ademas de un nucleolo de ubicacion central o excéntrica (Rogers, 1997; Torres, 1999). El
citoplasma tumoral es escaso, eosinofilico (Oduye et al., 1973; Yang, 1987; Oltra, 1999),
con abundantes granulos intracitoplasmaticos (Moulton, 1961; Weir et al., 1978; Oltra,
1999) y con bordes poco definidos (Mozos et al, 1996). En el estroma tumoral se ha
observado una baja infiltracion leucocitaria (Hill ez al., 1984) y la presencia de abundantes
vasos sanguineos (Oduye et al., 1973; Yang et al., 1973; Gonzalez et al., 2002). Rodeando
a los vasos tumorales se observan linfocitos y células plasmaticas diseminadas (Oduye et
al., 1973; McEnyee et al., 1976; Ivoghli, 1977; Gonzalez et al., 2002) y, en menor medida,
macrofagos y polimorfonucleares neutréfilos (Hall et al., 1976; Otomo et al., 1981; Mozos
et al., 1996; Gonzalez et al., 2002). También se observan escasas fibras de colageno,
rodeado de células tumorales y una escasa cantidad de células fusiformes (Hill et al., 1984).
En tumores de gran tamafio se puede ver necrosis focal y fibrosis (Oduye et al., 1973; Oltra,

1999).

No se describe el uso habitual de otros métodos diagnosticos para el TVT
(Feldman y Nelson, 1987), pero entre las técnicas descritas que han sido empleadas
destacan el transplante de células a individuos susceptibles, las pruebas
inmunohistoquimicas, las evaluaciones citogenéticas y la microscopia electronica de

transmision (Moulton, 1961; Feldman y Nelson, 1987; Rogers, 1997).

2.1.6 TRATAMIENTO

El TVT es unico en su capacidad de respuesta a una variedad de modalidades

terapéuticas (Feldman y Nelson, 1987). La realizacion de tratamiento siempre esta indicada,
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debido a la existencia de numerosos informes que han demostrado el desarrollo de
metastasis, y a que no hay evidencia de regresion espontanea en tumores de presentacion
natural, (Rogers, 1997; Scott et al., 1997). La escision quirurgica del tumor no es
considerada como una alternativa efectiva (Fossum et al., 1997), porque presentaria como
principales desventajas la aparicion de metastasis y un alto porcentaje de recidiva (67.9%)
(Rogers 1997), a diferencia de la criocirugia y el uso del electrobisturi que han permitido
obtener mejores resultados (Idowu, 1984; Vermooten, 1987). Por otro lado, la radioterapia
ha demostrado ser muy segura y efectiva (Rogers, 1997; Withrow y MacEwen, 2001;
Morris et al., 2002), pero poder llevarla a cabo, se requiere anestesiar el paciente en cada
sesion, contar con personal especializado y tener un equipamiento de alto costo (Brown et
al., 1980; Calvert et al., 1982; Feldman y Nelson, 1987). También han sido usados
modificadores de la respuesta biolégica e inmunologica (Scott et al., 1997; Withrow y
MacEwen, 2001), aunque su uso deberia ser considerado solo en forma experimental

(Withrow y MacEwen, 2001).

La quimioterapia es altamente eficiente, incluyendo los tumores de presentacion
metastatica y los tumores de ubicacion extragenital (Calvert ef al., 1982; Feldman y Nelson,
1987). Se han empleado diferentes agentes y protocolos quimioterapéuticos (Feldman y
Nelson, 1987), incluyendo a la ciclofosfamida, el metotrexano, la doxorrubicina, la

vinblastina (VBL) y el sulfato de vincristina (VCR) (Withrow y MacEwen, 2001).

La VCR, al igual que la VBL y la vinorelbina (Budman, 1997; Hadfield et al.,
2003), vindesina y vinflunina (Kruczynski y Hill, 2001; Hadfield et al., 2003), son drogas
antitubulinicas que forman parte del grupo de los alcaloides derivados de la planta
Catharanthus roseus o Perivinca de Magadascar (Bhusana-Rao et al., 1990; Hadfield et al.,
2003), siendo denominados como alcaloides de la vinca o “vinca alkaloids” (VA) (Jordan y
Wilson, 2004). La VBL y la VCR son introducidas como terapia anticancerigena en la
década de los 60, formando parte de protocolos quimioterapicos que han resultado ser
curativos en enfermedades como el céncer testicular, la enfermedad de Hodgkin y la
leucemia linfoblastica aguda o ALL (Acute Lymphoblastic Leukaemia) (Barnett et al.,1978;
Hadfield et al., 2003). También han sido utilizados en regimenes paliativos en algunos de
los mayores tumores sélidos (Wood et al., 2001), demostrando ser la droga mas efectiva en

el tratamiento del TVT (Calvert et al., 1982; Torres, 1999).
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Los resultados obtenidos con la monoterapia con VCR, indican que es una eficiente
modalidad terapéutica en el tratamiento del TVT y que su rango de respuesta es
comparativamente favorable a otros protocolos de quimioterapia, presentando una baja
frecuencia de efectos colaterales (Brown et al., 1980; Calvert et al., 1982; Booth, 1994;
Weller, 1994; Jeglum, 1994; Rogers, 1997; Oltra, 1999; Gonzalez et al., 2002). La
aplicacion de la droga es en forma endovenosa, con dosis que van desde los 0,025 mg/kg
(Calvert et al., 1982; Feldman y Nelson, 1987), alcanzando los 0.05 a 0.07 mg/m2 (Brown
et al., 1980) o los 0.03 mg/kg (Lombardi, 1995). No se sabe con certeza si el uso de dosis
de VCR mayores a estas, podrian representar una eficacia sustancialmente mayor (Rogers,
1997) (Brown et al., 1980; Calvert et al., 1982; Booth, 1994; Weller, 1994; Gonzalez et al.,
2002).

Los efectos colaterales descritos incluyen la irritacion perivascular en el sitio de
inyeccion, constipacion, anorexia leve, vomitos, neuropatias periféricas que cursan con
debilitamiento y atrofia muscular, la aparicion de signologia neuroldgica, al administrar el
farmaco en dosis altas (Amber et al., 1990; Booth, 1994; Weller, 1994), leucopenias de tipo
transitorio, principalmente asociadas a una disminucién en el recuento de neutrofilos, pero
sin variaciones significativas de los linfocitos (Calvert et al., 1982; Gonzalez et al., 2002)
ni alteraciones significativas en la serie roja sanguinea ni en el recuento plaquetario
(Lombardi, 1995; Oltra, 1999). De todos modos, terapias prolongadas requieren de un
monitoreo periddico, realizado a través de hemogramas y perfiles bioquimicos,
semanalmente antes de cada tratamiento (Calvert et al., 1982). No obstante, las dosis
utilizadas de VCR parecerian no estar asociadas a un efecto deteriorante sobre la respuesta
inmune celular local, por lo que la reduccion de la masa tumoral del TVT obtenida a través
de la quimioterapia con VCR, podria favorecer el establecimiento de la respuesta inmune
celular local y como consecuencia, la remision de la neoplasia (Gonzalez et al., 2002). Esto
seria posible debido a que de alguna manera durante la fase progresiva del tumor, las
c¢lulas tumorales podrian bloquear la respuesta inmune que seria incapaz de detener la
progresion neoplasica. Sin embargo, esta inmunidad se podria restaurar y volver mas
efectiva, como consecuencia de la citoreduccion causada por la quimioterapia poco agresiva

que no altera significativamente a las células leucocitarias periféricas (Torres, 1999).
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2.2 MECANISMO DE ACCION DE LAS DROGAS
ANTITUBULINICAS

Los alcaloides de la vinca o VA actlian como citostaticos, suprimiendo la dindmica
de los microtubulos (MT) (Jordan y Wilson, 2004), a través de la union a la proteina
microtubular tubulina en la fase M del ciclo celular, lo que impide la formacion del huso
mitdtico, (Adams et al, 1981; Gonzalez et al., 2002) y por consiguiente, inhibe la
proliferacion de las células tumorales debido al bloqueo de la mitosis (Brown et al., 1980;
Booth, 1994; Jeglum, 1994; Gonzalez et al., 2002). Por ésto, a estos agentes también se les
ha denominado “antimitoticos” (Hadfield et al., 2003). Las células neoplasicas son mas
sensibles que las células normales a estas drogas, porque se dividen con mayor frecuencia
atravesando por una etapa de mayor vulnerabilidad a los venenos antimitoticos (Jordan y
Wilson, 2004). Ademas, se han descrito otros compuestos naturales producidos por plantas
y animales y se han encontrado docenas de clases de “venenos anti-huso mitotico” de
diversas estructuras, entre los que se destacan los taxanos (derivados naturales de la planta
Taxus brevifolia), la combrestatina, la dolostatina, entre otros (Wood et al., 2001). Sin
embargo, a pesar de que estas drogas tendrian este mecanismo comun de accion, la mayoria
de los compuestos antitubulinicos no han mostrado un efecto clinico antitumoral (Wood et
al., 2001) y los agentes antitubulinicos sintéticos han sido incapaces de producir un mayor

éxito clinico (Hadfield et al., 2003).

Las drogas antitubulinicas se han clasificado en dos grupos, segun su accion. Un
grupo estda compuesto por los agentes que inhiben la polimerizacion de los MT
desestabilizandolos e incluye a los VA, las criptoficinas, las halicondrinas, la estramustina,
la colchicina y la combretastatina, la Noscapina (Zhou et al, 2003), la maytansina, la
rizoxina, las espongistatinas, la podofilotoxina, las esteganacinas, las curacinas (Hamel y
Covell, 2002), varios herbicidas (Hoffman y Vaughn, 1994), agentes antiflingicos y
antihelminticos (Lacey y Gill, 1994) y drogas psicoactivas (Cann y Hincan, 1975; Boder, et
al., 1983; Lobert et al., 1999). El segundo grupo esta compuesto por drogas que estabilizan
los MT (Jordan y Wilson, 2004), estimulando la polimerizacion microtubular, lo que
provoca una alteracion del equilibrio dindmico normal y la detencién de la maquinaria
mitotica (Hadfield et al., 2003). Este grupo incluye drogas como el paclitaxel, el docetaxel
o taxotere, las epotilonas, la discodermolida, las eleuterobinas, las sarcodictiinas, la

laulimalida, el razinalam, ademas de ciertos esteroides y las poli-isoprenyl benzofenonas
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(Jimenez-Barbero, et al., 2002; Jordan, 2002). Actualmente, el uso clinico de agentes anti-
tubulinicos estd restringido exclusivamente a los VA (VCR, VBL, Vinorelbina) y los
taxanos (paclitaxel, docetaxel), mientras que el resto se haya en ensayos clinicos (Hadfield

et al.,2003).

Se ha indicado que la VCR también induciria la apoptosis o “muerte programada”
de las células de TVT (Torres, 1999), pues se ha observado que luego de la quimioterapia,
se produce un incremento en el recuento de células con caracteristicas apoptoticas en la fase
regresiva tumoral (Booth, 1994; Reyes, 2003), como la marginacion de la cromatina
nuclear, la condensacion del nucleo, el recogimiento de citoplasma y cuerpos apoptéticos en
espacio extracelular y dentro de células fagociticas (Reyes, 2004). Existen trabajos que
relacionan el efecto pro-apoptotico de la VCR con el cancer mamario (Aoudjit y Vuori,
2001), el osteosarcoma (Seki et al., 2000) y otros tumores humanos o lineas de células
tumorales (Belhoussine et al., 1999) como la leucemia infantil, en la que se describio la
activacion de las caspasas 9 y 3 (Srivastava et al., 1998; Groninger et al., 2002), que seria
regulada a través de la generacion temprana de radicales libres (especies reactivas de
oxigeno), por lo que estaria implicada la via mitocondrial o intrinseca del ciclo apoptdtico
(Groninger et al., 2002). También se ha demostrado que las drogas antitubulinicas inducen
en forma alternada y coordinada, ciclos de fosforilacion y desfosforlacion de las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2/Bcl-xL, por medio de una via kinasa/fosfatasa desconocida (Du, L. et
al., 2005), lo que permitiria la expresion de la accion proapoptotica de Bax, que
normalmente es inhibida por Bcl-2 (Srivastava et al., 1998). Asi, se induciria el cambio en
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, permitiendo la salida de citocromo C y de
otros factores proapoptoticos al citoplasma (Du, L. et al., 2005). Otros reportes adicionales
demuestran que Bim, de la familia de proteinas proapoptdticas con dominio BH3, también
permitiria la actividad de Bax interactuando directamente con Bcl-2, en forma
independiente a la actividad de las caspasas (Frisch y Screaton, 2001). La liberacion de
Bim, desde los microtibulos donde esta proteina permanece latente, podria ocurrir a través
de la accion de drogas antitubulinicas (Huang y Strasser, 2000; Adams y Cory, 2001;
Newmeyer y Ferguson-Miller, 2003; Scorrano y Korsmeyer, 2003; Tsujimoto, 2003).

Por otro lado, se ha sugerido que el proceso apoptotico y el dano del citoesqueleto
de tubulina provocada por la VCR (Weinberg, 1996; Torres, 1999) y otros agentes
antubulinicos (Wang et al., 1999) estarian relacionados a través de la anoikis o apoptosis

gatillada por la alteracion de las relaciones entre célula y matriz extracelular (MEC) (Diaz-
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Montero y MclIntyre, 2005), porque el daio producido por las drogas antitubulinicas sobre
el citoesqueleto alteraria el contorno celular induciendo el inicio del proceso (Wang et al.,
1993). También se ha senalado que el citoesqueleto regularia varias sefales de
sobrevivencia celular, impidiendo la anoikis en células en suspension, como ocurre en las
células neoplasicas durante la metastasis (Frisch y Screaton, 2001). Sin embargo en un
trabajo reciente con células de osteosarcoma humano resistentes a la anoikis, se pudo
observar que la apoptosis se desarrollaba normalmente en respuesta a diferentes drogas
proapoptoticas, entre las que se incluyeron los VA (Diaz-Montero y Mclntyre, 2005). Esto
podria indicar que la via implicada en la apoptosis que se produce por drogas
antitubulinicas, no estaria relacionada con la via por la cual se produce la anoikis, aunque se
debe tener en cuenta de que al alterar los MT, se expresan multiples vias de kinasas que
permitirian el progreso de la apoptosis (Du, L. et al, 2005) y muchas de estas vias se

expresan durante la anoikis (Frisch y Screaton, 2001).

Recientemente, se ha descrito otra accion antitumoral de los agentes antitubulinicos,
demostrando una actividad antivascular ejercida directamente sobre el endotelio tumoral en
proliferacion, ocluyendo o destruyendo vasos sanguineos pre-existentes (Natsume et al.,

2003).

2.3 VASCULARIZACION Y NEOPLASIAS

El correcto funcionamiento de los tejidos del organismo requiere un adecuado
aporte vascular, organizado a través de un sistema de arterias, capilares y venas. La
vascularizacion o formacion de vasos sanguineos es un proceso complejo que implica la
interaccion coordinada de multiples tipos de células y factores moleculares (Sledge y Miller
2002), y que juega un papel decisivo en el desarrollo embrionario y el periodo postnatal
temprano, ademas del crecimiento longitudinal 6seo en nifios y adolescentes (Beck y
D'Amore 1997; Ferrara 2003). La vascularizacion, a su vez, comprende dos procesos
distintos: por un lado la angiogénesis, que es el desarrollo de nuevos vasos a partir de vasos
existentes (Carmeliet 2000) y por otro la vasculogénesis, o formacion de vasos sanguineos
en tejidos previamente avasculares (Carmeliet 2000; Nguyen y D'Amore 2001). Estos
procesos complejos son sensibles a cualquier tipo de alteracién, como durante la
embriogénesis, en donde las aberraciones de estos procesos dan lugar a malformaciones

vasculares congénitas (Hanahan, 1997), mientras que en los adultos contribuye a muchos
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trastornos como la retinopatia diabética, la psoriasis, la artritis reumatoide, la endometriosis,

el sindrome del ovario poliquistico y el cancer (Carmeliet 2003).

La vasculogénesis se produce principalmente en el embrion, pero también esta
involucrada en la vascularizacion de algunos tumores solidos (Jain 2003). La
vasculogénesis es iniciada por células madre, conocidas como hemangioblastos, que se
diferencian para formar células hematopoyéticas (precursoras de las células sanguineas) y
angioblastos (Risau 1997; Yancopoulos et al., 2000). Los angioblastos son células
endoteliales primitivas que experimentan proliferacion y diferenciacion para formar una red
primitiva de vasos sanguineos, el plexo vascular primario. Esta red se modifica luego
mediante recortes y ensanchamiento de los vasos para formar la vasculatura madura con su
modelo caracteristico de ramificaciones y vasos interconectados. Este proceso se conoce
como remodelacion angiogénica y es esencialmente el mismo que el de la angiogénesis

(Risau 1997).

La angiogénesis puede ocurrir en ciertos eventos fisiolégicos como la formacion del
lecho vascular que nutre al endometrio, durante el ciclo reproductivo, o en patologias, como
la artritis reumatoidea, y el cancer (Folkman y Shin, 1992). Este proceso se divide
principalmente en cuatro fases, que van ocurriendo sucesivamente (Denekamp, 1990), y que

incluyen:

1. La digestion de la membrana basal que rodea el vaso por proteasas segregadas por células
endoteliales.

2. La migracion de células endoteliales circulantes hacia el punto de formacion del vaso, en
donde proliferan para formar un brote.

3. La posterior proliferacion y diferenciacion de células endoteliales para alargar el brote y
formar el lumen del nuevo vaso.

4. La formacion de la membrana basal y la llegada de pericitos y células de musculo liso,
células que actuan de soporte. En este paso final, los vasos desarrollan también las
caracteristicas especializadas apropiadas para el tejido o el 6rgano del que forman parte

(Denekamp, 1990).
Este es un proceso multifactorial, debido a la influencia de una serie de moléculas

que lo regulan, promoviendo o inhibiendo la respuesta angiogénica (pro-angiogénicos y

anti-angiogénicos, respectivamente). En un tejido normal existe un equilibrio entre estos
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factores moleculares, que se pierde frente a ciertas condiciones locales criticas (Hanahan y
Weinberg, 2000), como la hipoxia, la hipoglicemia o el bajo pH, el estrés mecanico (por
ejemplo, la presion generada por las células en proliferacion neoplésica) y las mutaciones
genéticas (Carmeliet y Jain, 2000), estableciéndose asi un fenotipo de caracteristicas
proangiogénicas, como sucede en las neoplasias (Folkman, 1992; Dameron et al., 1994).
Aumenta asi la produccion de una serie de potentes factores proangiogénicos, entre los que
destacan el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), un fuerte inductor de mitosis
especifico de las células endoteliales, es sobreexpresado en la mayoria de los tumores
(Hanahan y Weinberg, 2000) y el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) (Shing
et al., 1984). La mayor parte de la investigacion en el campo de la angiogénesis tumoral ha
sido dirigida hacia el entendimiento de la funcion de estas moléculas, para el disefio de

nuevos tratamientos para el control del cancer (Brem, 1999).

El trastorno mas estudiado en relacion a la formacion de nueva vasculatura
probablemente corresponde al cancer (Folkman et al., 1990; Sledge y Miller 2002). Las
células endoteliales en los tumores estan expuestas a un ambiente particular (baja tension de
oxigeno, bajo pH, presencia de citoquinas, y de factores de crecimiento) y se requieren una
red sanguinea funcional, que le suministre a las células tumorales oxigeno, nutrientes y que
remueva los desechos toxicos asociados al metabolismo celular. Esta vasculatura puede ser
adquirida en parte, a través de los vasos sanguineos del huésped, pero se ha determinado
que los tumores no pueden crecer mas alla de un tamafio critico de aproximadamente 1
mm®, sin desarrollar una red sanguinea que los apoye (Ausprunk et al., 1977; Folkman,
1986; Folkman y Shin, 1992; Hahnfeldt ez al., 1999). Es asi como, para poder continuar su
crecimiento, proliferacion y la diseminacion mediante metastasis, los tumores generan su
propia red de microvasculatura (Vaupel et al., 1989; Denekamp, 1993; Siemann et al.,
2004). La neovasculatura va creciendo en forma paralela al desarrollo tumoral y el
incremento de la densidad vascular en un tumor ha demostrado ser un factor prondstico de
malignidad importante para neoplasias tales como en cancer de préstata humano y los

tumores mamarios (Rosen, 2000).
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24 TERAPIA ANTIVASCULAR Y VASCULATURA
TUMORAL

Desde hace 150 afios que se describen observaciones segun las cuales los tumores
solidos podrian ser afectados y ocasionalmente erradicados dafiando la red vascular que los
nutre (Siemann et al., 2004). El rol fundamental de la vasculatura tumoral y los efectos de
su destruccion selectiva fueron remarcados ya en 1923, cuando Woglom (Woglom, 1923),
sugirid que el dafo del sistema capilar podria ser la manera mas efectiva de inhibir el

crecimiento tumoral (Woglom, 1923).

En afios recientes, la posibilidad de controlar el cancer a través del uso de la red de
vasos sanguineos que dan soporte a los tumores, como blanco terapéutico, ha recibido una
gran atencion (Jordan y Wilson, 2004). La destruccion de la vasculatura representa un
objetivo interesante, ya que es esencial para la supervivencia y el crecimiento del tumor y
juega un rol critico en la sobrevivencia y el continuo desarrollo de las masas tumorales
solidas (Siemann et al., 2004). Este concepto fue introducido por Judah Folkman en 1972,
quien identifico la vasculatura como un blanco para la terapia de tumores so6lidos, cuando
sugirid que los mismos tumores eran los que estimulaban la produccion de nuevos vasos

sanguineos para poder subsistir (Folkman, 1972; Hadfield et al., 2003).

Existen dos enfoques de bloqueo de la funcion vascular (Denekamp, 1993;
Folkman, 1995), el mas estudiado es la inhibicién de la neoformacion de vasos sanguineos
dentro del tumor, por lo que la mayor parte de la investigacion ha sido dirigida hacia el
descubrimiento de agentes que supriman el proceso de angiogénesis o agentes
antiangiogénicos (Fan et al., 1995; Hadfield er al., 2003; Jordan y Wilson, 2004). Varias
estrategias que han sido probadas incluyen el uso de compuestos que interfieren con la
entrega o el envio de estimulos proangiogénicos, anticuerpos que obstaculizan los factores
angiogénicos ya liberados e inhibidores de la actividad de los receptores de los factores
liberados, consiguiendo de esta manera interrumpir la proliferacion de las células

endoteliales o la invasion tumoral (Denekamp, 1993; Folkman, 1995).

Por otro lado, a inicios de los "80, Juliana Denekamp comenzé a buscar estrategias

terapéuticas que pudieran comprometer selectivamente la funcion de la vasculatura tumoral

21



(Denekamp, 1986; Denckamp, 1990; Denckamp, 1993; Siemann et al., 2004), ocluyendo o
destruyendo directamente los vasos sanguineos preexistentes en tumores soélidos, a
diferencia de los efectos antiproliferativos de la terapia antiangiogénica (Chaplin y
Dougherty, 1999; Denekamp, 1990; Siemann y Rojiani, 2002; Micheletti et al., 2003),
causando una rapida detencion en la expansion de la vasculatura y estableciendo la
detencion del flujo sanguineo y una extensa destruccion tumoral (Parking et al., 2000). Por
esta forma de accion directa sobre el endotelio tumoral se diferencian de los agentes
antiangiogénicos, y se les ha denominado Vascular Targetting Agents (VTA) o agentes
dirigidos en contra de la vasculatura tumoral (Siemann et al., 2004). Estos agentes
practicamente no afectan los tejidos normales (Prise ef al., 2002) y tampoco presentan los

efectos secundarios asociados a la quimioterapia antiproliferativa (Thorpe et al., 2003).

Como el tumor estd en constante crecimiento, para poder suplementar las
necesidades de la poblacion de células malignas en expansion (Hirst et al, 1982;
Denekamp y Hobson, 1984), las células endoteliales de la vasculatura tumoral se vuelven
altamente proliferativas (Denekamp y Hobson, 1982) y en algin momento una parte de esta
red vascular deberia ser muy inmadura, a diferencia de la estabilidad de la vasculatura de
los tejidos normales en individuos adultos saludables (Bicknell y Harris, 1992; Eberhard et
al., 2000). Esta caracteristica es altamente explotable, desde el punto de vista terapéutico,
por una gran parte de los VTA que se han descrito (Siemann et al., 2004). La selectividad se
deberia a la naturaleza débil y desorganizada del endotelio tumoral, relacionada a la falta de
pericitos y de células musculares lisas que habitualmente se presentan en los vasos
sanguineos normales (Tozer et al., 2001), ademas de diferencias en la arquitectura y
composicion celular y bioquimica los vasos inmaduros (Grosios et al., 1999). La superficie
de las células endoteliales es irregular y altamente reactiva. La capacidad de estas células
sanguineas de suplementar oxigeno, glucosa y otros nutrientes a las células tumorales es
menos eficiente que la de los vasos sanguineos de un tejido normal. Ademas, los vasos
tumorales son delgados o sinusoidales, apenas un poco mas que un recubrimiento endotelial
apoyado por una membrana basal, propensos a la hemorragia y al desarrollo de trombosis
(Bujaski er al.,, 1989). También contiene vasos sanguineos que son permeables a
macromoléculas (Dvorak et al., 1988), lo cual combinado con un pobre drenaje linfatico,
puede llevar a un incremento de la presion intersticial causando un empeoramiento
adicional de la perfusion tumoral (Vaupel et al., 1989). También se ha sugerido que las
celulas endoteliales inmaduras de los vasos tumorales no tienen un citoesqueleto de actina

bien desarrollado, que podria hacerlas mas susceptibles al colapso (Davis et al., 2002).
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Estudios preclinicos han demostrado que los VTA pueden producir efectos
vasculares rapidos y significativos, que una vez iniciados, se extienden produciendo la
necrosis dosis dependiente del tumor, en cosa de horas o dias. A través de métodos
fisiologicos, histologicos/morfologicos e inmunohistoquimicos se ha demostrado la
interrupcion de la red vascular tumoral, que ha podido ser observada minutos u horas
después de realizado el tratamiento (Siemann et al., 2004). Los VTA producen un patron
caracteristico de necrosis después de la administracion a ratas y ratones que presentan
tumores, causando una extensa necrosis central que puede llegar a extenderse al 95 % del

tumor (Huang et al., 1997; Ching et al., 1999).

Se han considerado una serie de ventajas de los VTA sobre otros tipos de terapia

anticancerigena (Thorpe et al., 2003):

- Un solo vaso sanguineo provee nutricion y remueve productos de desecho metabdlico de
cientos a miles de células tumorales y basta con dafarlo en solo un punto para bloquear el
flujo sanguineo que entra y sale del tumor.

-La muerte de la célula endotelial no es requerida. Un cambio en la forma de la célula
endotelial o el inicio de la cascada de la coagulacién sanguinea en forma local podria bastar.
-La célula sanguinea esta ubicada en forma adyacente al flujo sanguineo asegurando una
entrega efectiva de la droga (Jordan y Wilson, 2004).

-Como las células endoteliales hacia las cuales se dirige el ataque no son células tumorales
sino una célula diploide normal, deberian ser menos susceptibles de desarrollar mutaciones
genéticas que la vuelvan resistente a estas drogas que las células tumorales que son
genéticamente inestables (Jordan y Wilson, 2004).

-Un marcador alternativo de la actividad biologica, como es el flujo sanguineo por ejemplo,
puede ser sencillamente cuantificado en la clinica.

-Efectos temporales en el cese de la funcion vascular pueden ser suficientes, pues existen
estudios que indican que mas del 99% de las células tumorales in vivo pueden ser
destruidas, durante una isquemia de dos horas de duracion (Chaplin y Horsman, 1994).
-Finalmente, a diferencia de los agentes antiangiogénicos, los VTA podrian requerir ser
administrados solo en forma intermitente, para causar un sinergismo con los tratamientos
convencionales, en vez de ser administrados en forma cronica, durante meses o anos

(Siemann et al., 2004).
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Un problema observado invariablemente en esos estudios, ha resultado ser una linea
de células tumorales viables que permanece en la periferia tumoral (Dark et al., 1997; Lash
et al., 1998; Li et al., 1998; Grosios et al., 1999; Zhao et al., 1999; Rojiani et al., 2002;
Siemann y Rojiani, 2002). La explicacidon mdas aceptada para este hallazgo es que estas
c¢lulas son alimentadas por vasos sanguineos del tejido normal que rodea al tumor, y no se
ven afectadas por la destruccion de los vasos sanguineos intratumorales (Chaplin ef al.,
1999; Siemann, 2002), por lo que podrian formar nucleos de rebrote disminuyendo la
efectividad de estos agentes a menos que se administren junto a otras terapias, de modo que

toda la poblacion de células tumorales sea erradicada completamente (Pedley et al., 2001).

Principalmente se han estudiado dos tipos de VTA para el tratamiento del cancer:
los VTA denominados “biolégicos”, que se ligan directamente al endotelio tumoral
(Siemann et al., 2004), a través de proteinas como anticuerpos y factores de crecimiento,
para entregar toxinas, procoagulantes y efectores proapoptdticos y los VTA tipo “moléculas
pequeiias”, entre los que se cuenta el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a) y el FAA
(Flavone Acetic Acid) (Thorpe et al., 2003) y los agentes que se unen a la tubulina (Chaplin
y Dougherty, 1999; Halin et al., 2001; Kolonin et al., 2001; Taraboletti y Margosio, 2001),
que aprovechan selectivamente las diferencias fisiopatoldgicas existentes con el endotelio
normal para causar una detencion aguda del flujo sanguineo en los tumores (Thorpe et al.,
2003), provocando una isquemia artificial que se traduce en la muerte de las células
tumorales en forma extensa y que si es prolongada, podria ocasionar la remision tumoral

(Denekamp y Hobson, 1983; Chaplin y Horsman, 1994).

Los VTA “biologicos” se unen a través de moléculas blanco que son expresadas en
vasos tumorales al compararlos con vasos de tejido normal, incluyen moléculas asociadas
con la angiogénesis y la remodelacion vascular (ej.: receptores de VEGF, el dominio ED-B
de la fibronectina, la integrina a,B;), moléculas de adhesion celular inducidas por
mediadores inflamatorios que son secretadas por las células tumorales y del huésped que
infiltran el tumor (ej.: VCAM-I1, selectina E) y moléculas asociadas con cambios
protromboticos que ocurren en el endotelio vascular de los tumores (ej.: Fosfatidilserina o

PS) (Thorpe et al., 2003; Siemann et al., 2004).
Los VTA “moléculas pequenas” incluyen principalmente a los flavonoides y a los

agentes que depolimerizan la tubulina (Siemann et al., 2004). El Factor de Necrosis

Tumoral Alfa (TNF-0) interrumpe en la red vascular tumoral, pero su toxicidad en tejidos
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normales, impide su uso como agente anticancerigeno en humanos. Una forma de
incrementar su selectividad sobre el tejido tumoral, es inducir su produccion in situ en los
tumores. La FAA (Flavone Acetic Acid) fue el primer agente en que se reportd esta
actividad, causando la interrupcion de la vasculatura en dosis cercanas a su dosis maxima
tolerada o MTD, pero s6lo en células murinas (Thorpe et al., 2003), mientras que el
DMXAA (5,6-dimethylxanthenone-4-acetic acid) es un andlogo que actia en células
humanas (Ching et al., 1999).

Existe mucho interés por los agentes que se unen a la tubulina, como drogas
dirigidas selectivamente en contra de la vasculatura tumoral (Baguley et al., 1991), debido a
la aparicion de estudios que implicaban a colchicinas y VA (VCR y VBL) en la irrupcion de
la vasculatura en modelos tumorales preclinicos (Ludford, 1945; Hill et al., 1995; Baguley

etal., 1991; Chaplin et al., 1999; Thorpe et al., 2003).

Se ha sefialado que cuando los agentes VTA son agregados a cultivos de células
endoteliales, los MT se depolimerizan rapidamente, y las células se vuelven redondeadas en
cosa de minutos, formandose ampollas y soltandose del sustrato, con formacion de fibras de
stress de actina (presumiblemente como resultado de senales de la depolimerizacion de los
MT del citoesqueleto) y la célula muere sin sefiales de haber sufrido apoptosis (Kanthou y
Tozer, 2002). La cooperacion entre los MT y el citoesqueleto de actina es crucial para el
control de la forma celular, la adhesion, la contraccion y la motilidad celular (Ingber,
2000), por lo que, a través de los VTA, se afectan funciones cruciales para el desarrollo del
proceso angiogénico (motilidad, invasion, anclaje, alineamiento, y proliferacion) (Belotti et
al., 1996; Miller et al., 2001; Taraboletti et al., 2002). Dosis mayores son capaces de dafiar
otras funciones asociadas con la funcionalidad del citoesqueleto, como la internalizacion
activa de la E-selectina, ELAM-1, en HUVEC (Kuijpers et al., 1994) y la secrecion de
endotelina-1, en células endoteliales de aorta porcina (Kitazumi et al., 1991; Vacca et al.,
1999). Ademaés el cambio de forma de la célula endotelial altera la capa de células
endoteliales que rodean los vasos sanguineos, exponiendo la membrana basal subyacente, lo

que estimula la coagulacion y la formacion de trombos (Micheletti et al., 2003).

Como consecuencia de estas alteraciones se produce a una congestion de los vasos
sanguineos y a una pérdida del flujo sanguineo (Thorpe et al., 2003). La alteracion del flujo
sanguineo, lleva al cese de la suplementacion de nutrientes y de la eliminacion de desechos,

puede haber presencia de hemorragia en los vasos tumorales perifericos, la permeabilidad
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vascular aumenta y al interior del tumor, las células mueren por necrosis (Tozer et al.,
2002). La caida del flujo sanguineo ocurre selectivamente en el tumor, con efectos minimos
o inexistentes en tejidos normales (Chaplin et al., 1999; Tozer et al., 1999; Murata et al.,

2001; Horsman y Murata, 2003).

Lamentablemente, los VA actian como VTA en dosis cercanas a la maxima
tolerada (Maximum Tolerated Dose o MTD) (Ludford, 1945; Baguley et al., 1991; Hill et
al., 1995; Chaplin et al., 1999), con excepcion de algunos derivados sintéticos de la Vinca,
como la Vinflunina (VFL), que han demostrado efectos antivasculares, con dosis muy por

debajo de la dosis efectiva (Holwell ez al., 2001).

Esta limitacion fue superada con el desarrollo de una segunda generacion de agentes
antitubulinicos que inducen los efectos antivasculares y antitumorales con dosis que estan
hasta diez veces por debajo del MTD (Dark et al., 1997; Horsman et al., 1998; Li et al.,
1998; Hori et al., 1999; Tozer et al., 1999; Blakey et al., 2002; Siemann y Rojiani 2002;
Thorpe et al., 2003; Siemann et al., 2004). El mayor interés se ha centrado en la familia de
las Combrestatinas, que también son agentes desestabilizadores de los microtubulos (Griggs
et al., 2001), las que afectan la vasculatura tumoral (Dark et al., 1997; Mooberry et al.,
1999; Zhao et al., 1999; Griggs et al., 2001) a un 10% de su MTD, a diferencia de la
mayoria del resto de los agentes antimitoticos. La forma soluble, una sal de fosfato disodico
(CA-4P), es la mas usada en ensayos clinicos y actualmente se haya en ensayos de fase Il
(Hadfield et al., 2003). La pro-droga ha demostrado producir dichos efectos
aproximadamente diez veces por debajo de su MTD, siendo ampliamente mas citotoxica
sobre células endoteliales en proliferacion que en células endoteliales quiesquecientes, en

estudios in vitro (Wilson et al., 1982; Zhao et al., 1999).

Debido a su efecto como VTA, la administraciéon de VCR en TVT, deberia producir
una diferencia, en relacion al grado de vascularidad del estroma tumoral, en las fases

progresiva y regresiva del tumor, asociado a un efecto anti-vascular directo de la droga.

La medicion de la disminucion del flujo sanguineo intratumoral, a través de la
resonancia electromagnética o Magnetic Resonance Imaging (MRI), la tomografia de
emision de positrones o Positron Emission Tomography (PET) (DelProposto et al., 2002;
Galbraith et al., 2003; Anderson et al., 2003), la inmunohistoquimica y la microscopia

electronica (Blakey ef al., 2002), se ha usado como un marcador del efecto biologico de
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drogas VTA en modelos tumorales preclinicos (Thorpe et al., 2003). El andlisis de imagen
asistido por un computador ha permitido obtener registros mas precisos y rapidos que los
recuentos manuales en campos microscopicos, demostrando que es una metodologia util y
facilmente reproducible (Torres, 1999). Este método ha sido aplicado en estudios de
cuantificaciones de vascularizacion neoplasica en tumores mamarios en caninos (Griffey et

al., 1998).

En este trabajo se intentard caracterizar de la cinética vascular en el TVT, con la
asistencia de un “software” morfométrico, buscando proyectarlo como un modelo
neoplasico animal o in vivo, para estudios de la angiogénesis o neoformacion de vasos

sanguineos.

Asi, se estudiard la red vascular del Tumor Venéreo Transmisible (TVT),
cuantificada indirectamente a través de la presencia de eritrocitos, y en forma directa a
través de los vasos sanguineos presentes, en las fases progresiva y regresiva inducida por el

tratamiento con sulfato de vincristina (VCR).

3. HIPOTESIS

Existe una disminucion del lecho vascular del tumor venéreo transmisible (TVT) en
la fase regresiva, asociada al efecto de quimioterapia con vincristina (VCR) sobre las células

endoteliales de la red vascular de éste tumor.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

* Estudiar la cinética de la angiogénesis asociada a las fases de crecimiento tumoral en

un modelo oncoldgico clinico de presentacion espontanea en el perro.
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4.2 Objetivos Especificos

* Describir las caracteristicas histologicas del lecho vascular en biopsias de TVT,
sometidas a técnicas rutinarias de tincion histoldgica.
* Medir y comparar el lecho vascular, presente en el estroma del TVT, durante las

fases de crecimiento progresivo y regresivo, a través de analisis morfométrico.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES

5.1.1 MUESTRAS BIOLOGICAS:

Se utilizaron biopsias de TVT, procedentes de otra memoria de titulo (Duarte, 2002).
Estas muestras fueron extraidas de tumores de ubicacion genital de 10 caninos adultos de
entre 1 a 10 afios de edad, sin distinciéon de sexo ni raza, los que fueron diagnosticados
clinicamente, biopsiados y tratados mediante quimioterapia en el Servicio de Cirugia de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo 1).

5.1.2 TRATAMIENTO:

Los pacientes fueron sometidos a quimioterapia, utilizando VCR (Vincristina
Sulfato® Pharmachemie B.D. Holland), en dosis tnica de 0,03 mg/kg, diluida en agua

bidestilada, administrada via endovenosa, para inducir regresion tumoral (Lombardi, 1995).

5.1.3 TECNICAS HISTOLOGICAS:

Se realizaron las tinciones de Hematoxilina/Eosina, Papanicolau, acido periédico de

Schiff'y van Gieson (Lopez et al., 1985).
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5.1.4 EQUIPO:
Micrétomo de rotacion, videocamara digital (Cool Snap-Pro CF, Media Cybernetics,

USA), microscopio optico cientifico (Nikon Eclipse E-600) y computador, con “software”

morfomeétrico integrado (Image Pro-Plus, Media Cybernetics, USA).

5.2 METODOS

5.2.1 OBTENCION DE MUESTRA:

Se obtuvieron biopsias tumorales de todos los pacientes, antes y siete dias después
del tratamiento quimioterapico con VCR, fijandolas en formalina, para luego ser procesadas

para el estudio histologico descriptivo y morfométrico en T.V.T progresivo y regresivo.

5.2.2 DIAGNOSTICO CITOLOGICO:

El diagnostico de T.V.T se confirmé mediante extendidos celulares sobre portaobjetos,
mediante impronta o raspado de la masa tumoral. Estas fueron fijadas en metanol, tefiidas
con colorante Giemsa durante 10 minutos, lavadas con agua destilada y secadas al medio

ambiente (Duarte, 2002).

5.2.3 BIOPSIAS TUMORALES:

Se obtuvieron muestras de tejido neopldsico, mediante biopsias de todos los
individuos, antes y siete dias después de la quimioterapia, las que se fijaron en formalina al
10% por 24 hrs (Duarte, 2002). Estas se procesaron de acuerdo a las técnicas convencionales
para tejidos incluidos en parafina (Lopez ef al, 1985), obteniendo cinco cortes seriados de 5
Mm de grosor, con micrétomo de rotacion. Los cortes seriados obtenidos, fueron sometidos a

tinciones con Hematoxilina/Eosina, Papanicolau, PAS y van Gieson.
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5.2.4 EVALUACION DE LOS RESULTADOS:

Una vez tefiidas los frotis y las biopsias se estudiaron las caracteristicas citologicas,
histopatologicas y vasculares del TVT, en fase progresiva y regresiva, y se compararon las
caracteristicas obtenidas con las diferentes tinciones realizadas en las muestras. Se obtuvo la
sumatoria del nimero de todos los vasos presentes y se midié el diametro que éstos
presentaban en Pm, tanto para fase progresiva como regresiva inducida por tratamiento con
VCR, comparandolas por medio de andlisis estadistico. Por otra parte, se selecciond la
técnica Papanicolau (Pap) como el método mas adecuado para el estudio morfométrico,
debido a la clara diferenciacion obtenida de la tincién de los globulos rojos con un color

anaranjado brillante (Figuras la y 1b).

Para comparar el lecho vascular de las muestras en estudio, se realizd el andlisis
morfométrico de eritrocitos y de vasos sanguineos presentes, en biopsias de fases progresiva
y regresiva del TVT. Se digitalizaron las imagenes de 5 campos de 200X elegidos al azar
dentro de cada caso, con una resolucion de 512 X 480 pixeles, mediante una videocamara
digital, montada en un microscopio Optico cientifico, y conectada a un computador al que se
le habia incorporado el “software” morfométrico. De este modo, se marcé y midio, en
micrémetros cuadrados (Um?®), el area total abarcada por los eritrocitos y por los vasos
sanguineos, ubicados en el interior de cada uno de los cinco campos para cada caso, en fase

tumoral progresiva y regresiva.

Asi, como una forma indirecta de estimacion del grado de vascularizacion del tejido
tumoral, una vez determinada el 4rea ocupada por los eritrocitos, se obtuvo la sumatoria de
los cinco campos para cada uno de los casos y luego, la sumatoria de todos los casos para
cada fase tumoral, para estimar, mediante analisis estadistico, la variacién que presentaba el
area total ocupada por eritrocitos en cada caso, antes y después de instaurada la fase
regresiva tumoral. Los valores de area en cada campo fueron determinados mediante el
reconocimiento morfométrico computacional de los eritrocitos presentes, a través del
programa ImageProPlus y con ayuda de tincion de Papaniculoau, en que los eritrocitos se
tifien especificamente de un color anaranjado caracteristico (Figuras la y 1b), logrando asi

ser registrados por el software morfométrico.
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Figura 1a

Figura lay 1b, TVT progresivo, tincion Papanicolau, 200X. Demostracion del reconocimiento de los

eritrocitos en un campo.

Por otro lado, como una de estimacion mas directa del grado de vascularizacion del
tejido tumoral, se estudio el area ocupada directamente por vasos sanguineos visibles en los
campos de TVT, de fase progresiva y regresiva. Se obtuvo la sumatoria de los cinco campos
para cada uno de los casos y luego, la sumatoria de todos los casos, para cada fase tumoral,
con el fin de compararlos mediante analisis estadistico y estimar la variacion que presentaba
el area total ocupada por los vasos sanguineos en cada caso, antes y después de instaurada la
fase regresiva tumoral mediante la aplicacion de tratamiento quimioterapico con VCR. Los
valores se determinaron mediante medicion en pum’ del 4rea ocupada por los vasos
sanguineos intratumorales presentes, con ayuda del programa morfométrico computacional
ImageProPlus®. Los vasos sanguineos fueron previamente marcados, en forma manual, con

ayuda del programa AdobePhotoShop® (Figuras 2a y 2b).

Figura 2a Figura 2b

Figura 2a y 2b, TVT progresivo, tincion Papanicolau, 200X. Vasos sanguineos marcados

manualmente con ayuda del programa AdobePhotoShop®.
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Finalmente, se dividio el area vascular total de cada uno de los casos por el numero
de vasos sanguineos presentes en los cinco campos correspondientes, con el fin de estimar
si existian diferencias en el area ocupada en promedio por los vasos sanguineos presentes en

cada fase de crecimiento tumoral.

5.2.5 ANALISIS ESTADISTICO:

La variacidon que presentaba el diametro de los vasos sanguineos, en fase progresiva
y regresiva tumoral, fue estimada a través de la prueba de X* (Snedecor y Cochran, 1980).
Los valores del nimero total de vasos sanguineos presentes, de las sumatorias de las areas
ocupadas por eritrocitos y por vasos sanguineos, y de los productos de las areas vasculares
por el nimero de vasos presentes, fueron comparados en relacion a las fases tumorales
(progresiva y regresiva), mediante el empleo de pruebas de ¢ para muestras asociadas,
suponiendo varianzas iguales (Snedecor y Cochran, 1980), para determinar si las diferencias

en la estimacion del lecho vacular eran estadisticamente significativas.

6. RESULTADOS

6.1 ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL TVT.

6.1.1 CARACTERISTICAS CITOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS DEL TVT.

Al examen citoldgico, todos los casos estudiados mostraron un fondo hemorragico
con presencia de numerosas células neoplasicas exfoliadas individualmente, de forma
redondeada u ovalada, con grandes nucleos redondos de tamafio diferente, nucleolos
centrales prominentes, escaso citoplasma y presencia de figuras mitdticas. Ademads, se
observo la existencia de infiltracion leucocitaria, donde predominaban linfocitos y

neutrofilos.

A través del exdmen microscopico de cortes histoldgicos de TVT se observo, en
preparaciones de tumores sin tratamiento, un tejido homogéneo, compuesto de células
neoplasicas similares a las observadas al examen citologico, de gran tamafio, redondas o

poliédricas, uniformes, ordenadas en masas compactas, interconectadas con un delgado

32



estroma fibrovascular, que permitia que las células se dispusieran en racimos o cordones,

confiriéndole un aspecto lobulillado al tejido tumoral.

El micleo de las células tumorales se observo grande, redondo, hipercromatico, con
bordes bien delimitados; también se observo la presencia de numerosas figuras mitoticas y
de nucleolos, Unicos, prominentes, de ubicacion central o excéntrica. El citoplasma tumoral
era escaso, eosinofilico, con abundantes granulos intracitoplasmaticos y con margenes poco

definidos.

En el estroma tumoral se presentd6 una escasa infiltracion leucocitaria,
destancandose la presencia de polimorfonucleares neutrofilos, células plasmaticas y, en
menor medida, macrofagos y linfocitos, ademas de la presencia de fibras de colageno,
rodeando masas de células tumorales, y una baja cantidad de fibroblastos. También fue
posible apreciar alteraciones asociadas a la ulceracion e inflamacién secundarias en la

mucosa.

Luego del tratamiento quimioterapico, en los cortes histologicos de las muestras de
TVT en fase de remision, las células tumorales viables eran escasas, de menor volumen, con
nicleos mas intensamente tefiidos con H-E y dispuestas en grupos pequefios, muchas de
ellas con cambios degenerativos. En algunas células neoplasicas se observaron cambios
apoptoticos, presentando la cromatina nuclear marginada, con niicleos condensados, junto a
un encogimiento citoplasmatico, indicado por un claro espacio rodeando a la célula. Se
obsevo una disminucién en la fecuencia de figuras mitdticas y en el didmetro de nucleos y
nucleolos. La matriz extracelular era mas abundante y el tejido neoplasico fue reemplazado
por tejido conectivo grueso (fibrosis) en la periferia del tumor. También se aprecid una
densa infiltracion de células leucocitarias, asociadas a grupos de células tumorales en
degeneracion o apoptosis, entre los que se hallaban una gran cantidad de linfocitos con

PMN neutroéfilos, eosinofilos, macrofagos en escasa cantidad, y células plasmaticas.

6.1.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DEL _LECHO VASCULAR
DEL TVT.

Previo al tratamiento con VCR, en cortes tefiidos con Pap, H-E, PAS y van Gieson,

se observdo la presencia de abundantes vasos sanguineos. Los vasos sanguineos
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correspondian, principalmente a vasos de pequeiio y de mediano calibre, ubicados entre las
células tumorales, en el estroma, correspondiendo principalmente a arteriolas, metarteriolas,
vénulas, venas de pequefio calibre y capilares, sin un claro predominio de uno sobre otro.

En algunos casos, se observo amplias zonas de hemorragia en el tejido tumoral.

La pared de las arteriolas presentaba una a dos capas de tejido muscular liso, que
por medio de la tincién Pap, se observaron de diferentes tonalidades, desde un color verde
azulado claro o rosado. En general, estos vasos se observaron dilatados, conteniendo una
gran cantidad de globulos rojos en su interior, que tefifan de un color anaranjado con Pap

(Figura 3).

Figura 3, TVT progresivo, tinciéon Papanicolau, 200X.
Demostracion de vaso sanguineo conteniendo eritrocitos

de color anaranjado.

La cantidad de vasos sanguineos y de eritrocitos presentes en el lecho vascular, en
las muestras, luego del tratamiento con una dosis de VCR, fueron notoriamente menores
que en las muestras tomadas previamente (la mayoria de estos vasos no se encontraron

distendidos y la presencia de globulos rojos en su interior era escasa (Figura 4). Figura 4).

34



Figura 4, TVT regresivo, tincion Papanicolau, 200X.

Escasos vasos sanguineos conteniendo eritrocitos.

Se obtuvo la sumatoria total del nimero de vasos presentes en los campos de estudio
de cada uno de los casos, tanto para fase progresiva como regresiva, encontrando que en la
mayoria de los casos disminuia el nimero de vasos presentes, luego de instaurada la fase
regresiva después del tratamiento con VCR. En la la tabla 1 se resume los datos del nimero
de vasos sanguineos, para cada caso de TVT canino, seglin fase de crecimiento tumoral, en
donde se aprecia una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) de los casos en
fase progresiva es mayor, con un valor de 21,30 * 9,30 pm? en comparacion con un 8,90+

4,84pm’, obtenido para la fase regresiva.

a y b reprsentan diferencias significativas (p<0.05).
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Paralelamente, se obtuvo el diametro de todos los vasos presentes en ambas fases,
en pm. Los valores obtenidos estin representados en el Anexo 2. Estos se distribuyeron
entre los 1,67 um y los 36,62 um. Basandose en estos valores, los diametros se agruparon
en tres clases: los diametros menores a 10,00 pm, los ubicados entre 10,00 y 20,00 pm y los
mayores a 20,00 pm. La distribucion de los didmetros en estas clases esta resumida en la
tabla 2. En ésta se observa que los vasos sanguineos predominantes, en ambas fases
tumorales, correspondieron principalmente a los de calibre menor a 10,00 pm. La mayor
variacion entre las fases tumorales del TVT, se aprecia en los vasos con calibres menores a
10,00 pm y entre 10,00 a 20,00 pm, aumentando y disminuyendo, respectivamente su
proporcion en fase regresiva, con respecto a la fase progresiva. La varicion del diametro de
los vasos sanguineos entre ambas fases tumorales, fue analizada por medio de la prueba de
X* (Anexo 3), encontrando la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre los valores obtenidos para cada rango. En el grafico 1 se representa la

proporcion (%) de los vasos en cada fase tumoral, segun el calibre.

Tabla 2. Distribucion de vasos sanguineos, segiin diAmetro, presentes en fase progresiva y regresiva de
TVT.
FASE DIAMETRO TOTAL
TUMORAL Rangos <10,00um 10,00-20,00um 20,00>
N? Total de vasos 140* 63* 10* 213
PROGRESIVA
Porcentaje (%) 65,7% 29,6% 4,7% 100%
N2 Total de vasos 78* 11* 0* 89
REGRESIVA
Porcentaje (%) 87,60% 12,40% 0% 100%

* Representa diferencias significativas con respecto a la fase progresiva (p<0.05).
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Grafico 1. Diametros Vasculares en TVT, segun fase
de Crecimiento Tumoral
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6.2 ANALISIS MORFOMETRICO

6.2.1 ESTIMACION DEL GRADO DE VASCULARIZACION DEL TVT A
TRAVES DE LA DETECCION DE ERITROCITOS.

Como una estimacion indirecta del grado de vascularizacion del tejido tumoral, se
determind el area ocupada por los eritrocitos presentes en cinco campos de 200X de TVT, en
cada uno de los casos estudiados, tanto para la fase progresiva de crecimiento tumoral, como
luego de iniciada la regresion mediante la aplicacion de tratamiento quimioterdpico con
VCR. Posteriormente, se obtuvo la sumatoria de los cinco campos para cada uno de los casos
y la sumatoria total de todos los casos para cada fase tumoral, con el fin de compararlos y
estimar la variacidn que presentaba el area total ocupada por eritrocitos en cada caso, antes y
después de instaurada la fase regresiva tumoral, mediante el analisis estadistico con prueba

de ¢, suponiendo varianzas iguales.

En la tabla 3 se resumen los datos de las sumatorias de las areas ocupadas por
eritrocitos (um?) de cinco campos de 200X, para cada caso de TVT canino, donde se observa
que el promedio total de los casos en fase progresiva es significativamente mayor (p<0.05),
con un valor de 12.062,11 * 10.671,13 pm* en comparacién con 1.199,87 + 1.850,09 pm?,

obtenido para la fase regresiva.
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Tabla 3. Distribucién de los sumatorias de las ireas ocupadas por eritrocitos (um”) en cinco
campos de 200X, para para cada caso de TVT canino, seguin fase de crecimiento tumoral.
FASE CRECIMIENTO TUMORAL
CASO
PROGRESIVO REGRESIVO
1 8.903,23 1.868,35
2 10.317,44 315,70
3 4.831,75 34,40
4 7.109,08 918,10
5 16.304,22 398,16
6 6.485,44 0,00
7 10.393,72 576,18
8 12.226,21 1.802,82
9 40.526,35 6.085,01
10 3.523,65 0,00
PROMEDIO 12.062,11a 1.199,87h
DS 10.671,13 1.850,09

a y b representan diferencias significativas (p<0.05).

En el grafico 2 se observa que en cada uno de los diez casos estudiados, las

sumatorias de area ocupada por eritrocitos en los cinco campos (200X) son mayores en los

casos de TVT progresivo, previo al tratamiento, en comparacion con las de fase regresiva

inducida con VCR. En la fase regresiva de los casos 6 y 10, no se observo la presencia de

eritrocitos.

Grifico 2. Sumatorias de las dreas ocupadas por eritrocitos (Lm>) en 5 campos de 200X, para

cada caso de TVT segtin fase de crecimiento tumoral.
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6.2.2 ESTIMACION DEL GRADO DE VASCULARIZACION DEL TVT A
TRAVES DEL. AREA VASCULAR TOTAL Y EL. AREA PROMEDIO
OCUPADA POR LOS VASOS INTRATUMORALES.

Por otro lado, como una forma mas directa de estimacion del grado de
vascularizacion del tejido tumoral, se determino el area total ocupada por vasos sanguineos
de diferente tipo presentes en cinco campos de 200X de TVT, para cada uno de los casos
estudiados, tanto en fase progresiva de crecimiento como luego de iniciada la regresion
mediante la aplicacion de tratamiento quimioterapico con VCR. Posteriormente se obtuvo la
sumatoria de los cinco campos para cada uno de los casos y la sumatoria total de todos los
casos en cada fase tumoral, con el fin de compararlos y estimar la variacion que presentaba
el area total ocupada por vasos sanguineos en cada caso, antes y después de instaurada la
fase regresiva tumoral mediante el andlisis estadistico con prueba de ¢, suponiendo varianzas
iguales.

En la tabla 4 se resumen los datos de las sumatorias de las areas ocupadas por los
vasos sanguineos intratumorales (Um?) en cinco campos (200X) de para cada caso de TVT
canino, segun fase de crecimiento tumoral. El promedio total de los casos en fase progresiva
es significativamente mayor (p<0.05), con un valor de 4.096,55 + 1.391,80 pm’ en

comparacion con un 616,42 + 459,71 p.mz, obtenido para la fase regresiva.

Tabla 4. Distribucion de la sumatoria de las areas de cinco campos de 200X ocupadas
por los vasos sanguineos intratumorales (Mm?), para cada caso de TVT canino, segiin
fase de crecimiento tumoral.

FASE CRECIMIENTO TUMORAL
CASO
PROGRESIVO REGRESIVO
1 4.355,90 332,59
2 3.297,32 372,01
3 4.593,75 178,66
4 3.712,78 448,38
5 7.269,35 1.504,83
6 1.993,00 671,01
7 2.808,23 574,17
8 4.254,05 982,67
9 4.478,69 1.099,86
10 4.202,40 0,00
PROMEDIO 4.096,55a 616,42b
DS 1.391,80 459,71

a y b reprsentan e diferencias significativas (p<0.05).
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En el grafico 3 se observa que en cada uno de los diez casos estudiados, las
sumatorias de los cinco campos (200X) de area ocupada por los vasos sanguineos
intratumorales son mayores en los casos de TVT progresivo, previo al tratamiento con VCR,
en comparacion con los casos correspondientes en fase regresiva inducida con VCR. En el

caso 10 no se observo la presencia de vasos sanguineos en el parénquima tumoral.

Grifico 3. Sumatorias de las areas ocupados por vasos sanguineos intratumorales (im?)

en 5 campos de 200X para cada caso de TVT, segin fase de crecimiento tumoral.
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En seguida, para poder estimar si existian diferencias asociadas al area promedio
ocupada por los vasos sanguineos presentes en cada fase de crecimiento tumoral, se calculo
el area vascular promedio, producto de la division del area vascular total de cada uno de los
casos por el numero de vasos sanguineos correspondientes, como se demuestra en la tabla 5.
En esta tabla se resume la distribucion de los productos obtenidos. En la mayoria de los
casos la division obtenida en ambas fases es significativamente diferente, con excepcion de
los individuos 5 y 7, en que la diferencia tiende a ser menor. Ademas se observa que, en
relacion al promedio de estos productos, los vasos de la fase progresiva ocupan, en
promedio, un 4rea mayor, con un valor de 218.14 + 86.35 pm” en comparacion con un 76.27
+ 65.01 pm?, obtenido para los de fase regresiva, confirmando estadisticamente la existencia

de una diferencia significativa (p<0.05).
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Tabla 5. Distribucién de las dreas vasculares promedio, correspondientes al producto de las dreas vasculares totales (Lm®) por el
niumero de vasos sanguineos intratumorales, para cada caso de TVT canino, segiin fase de crecimiento tumoral.

CASO

Fase Progresiva

Fase Regresiva

Area Total N° Vasos Area Vascular Area Total N° Vasos Area Vascular
Promedio Promedio
1 4.355,90 24 181,50 332,59 8 41.57
2 3.297,32 8 412,17 372,01 2 186.01
3 459375 23 199,73 178,66 12 14.88
4 3.712,78 20 185,64 44838 14 32.03
S 7.269,35 36 201,93 1.504,83 8 188.1
6 1.993,00 8 249,13 671,01 13 51.62
7 2.808,23 30 93,61 574,17 7 82.02
8 4.254,05 30 141,8 982,67 12 81.89
9 4.478,69 19 235,72 1.099,86 13 84,61
10 4.202,40 15 280,16 0,00 0 0,00
PROMEDIO 218.14a 76.27b
DS 86.35 65.01

a y b reprsentan e diferencias significativas (p<0.05)

En el grafico 4 se observa que, en la mayoria de los casos estudiados, el producto de

las areas vasculares totales (Um”) por el nimero de vasos sanguineos intratumorales, es

mayor en los casos de TVT progresivo, previo al tratamiento con VCR, en comparacion con

los casos correspondientes en fase regresiva inducida con VCR.

tumoral.

Grifico 4. Productos de las areas vasculares totales (um’) por el niimero de vasos

sanguineos intratumorales, para cada caso de TVT canino, segun fase de crecimiento
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7. DISCUSION

7.1 CARACTERISTICAS CITOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS DE T.V.T.
EN FASE PROGRESIVA Y REGRESIVA

Las muestras citoldgicas de los frotis de Tumor Venéreo Transmisible de la etapa
progresiva, anterior al tratamiento quimioterapéutico, eran bastante homogéneas y con gran
cantidad de células tumorales. La tincion realizada con Giemsa en general diferencié bien
las células de TVT, confirmando lo descrito por Booth (1994), Rogers (1997) y Torres
(2000) respecto a que el examen citoldgico es una buena técnica para la identificacion de
este tumor, siendo un método no invasivo, rapido, de bajo costo y eficaz. La morfologia de
las células tumorales observada en este estudio, se caraterizd por la presencia de células
tumorales de gran tamafno, forma redondeada u ovalada, exfoliadas, con grandes nucleos
redondos excéntricos, citoplasma escaso con multiples vacuolas y presencia de muchas de
células en mitosis. Se observaron ademas, células leucocitarias como polimorfonucleares
neutréfilos, linfocitos y macrofagos. Esto es compatible con la descrita en diversos estudios
realizados en las ultimas décadas (Weir 1978; Yang 1987; Booth 1994; Wellman, 1996;
Torres, 2000).

En los frotis estudiados de la etapa regresiva, se observd una marcada disminucion
de las células tumorales, las que generalmente presentaban tamafio y morfologia irregular, y
muchas de ellas con signos degenerativos producidos probablemente, por la toxicidad a la

VCR, lo que coincide con lo descrito por Lombardi (1995).

Las caracteristicas histopatologicas observadas para la fase progresiva del TVT,
corresponden a un tejido tumoral, formado por masas de células neoplésicas rodeadas de
finas bandas de tejido conectivo y abundante vascularizacion, con una escasa infiltracion
de células leucocitarias, entre las cuales predominan los linfocitos. Estos hallazgos son
coincidentes con lo descrito por diferentes autores, como Lombardi (1995), Mozos et al.,
(1996), Rogers (1997), Gonzalez et al., (2000), Duarte (2002), Reyes (2004) y Nuiiez
(2005). La presencia de otras células leucocitarias como neutrofilos, eosinofilos y
monocitos, podria ser atribuida a una respuesta inespecifica ante la neoplasia o a una

contaminacién bacteriana posterior a la formacion de tlceras del tumor. En cambio, la
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presencia de los linfocitos se deberia a una respuesta inmune especifica, que concuerda con

lo descrito en los estudios de inmunologia anti neoplasica (Taussing, 1989; Perussia, 1992).

En cortes histologicos de TVT en fase regresiva obtenida por VCR, los resultados
histopatoldgicos descritos son similares a lo observado por Duarte (2002), quien describid
que las células tumorales estaban dispuestas en pequefios grupos, muchas de las cuales

estaban en distintos grados de procesos degenerativos o apoptoticos.

En esta etapa también se observo un aumento de todas las células leucocitarias, con
un mayor aumento de los linfocitos. Esto concuerda con lo descrito por Yang et al. (1976),
Chandler y Yang (1981), Harding y Yang (1980), Hill et al. (1984), quienes relacionaron la
etapa regresiva, de tumores experimentales, con una fuerte infiltracion de células

leucocitarias, especialmente de linfocitos.

Ademas de las células tumorales y leucocitarias, se apreci6 una gran cantidad de
fibroblastos asociados a fibras de colageno, rodeando a las células tumorales. Esta
proliferacion de coldgeno, es comparable a la descrita por Hill ef al. (1984) en tumores
experimentales y por Lombardi (1995), y Duarte (2002) en TVT regresivos tratados con
VCR.

7.2 CARACTERISTICAS VASCULARES Y CUANTIFICACION DEL_LECHO
VASCULAR DEL TVT, EN FASE PROGRESIVA Y REGRESIVA.

El estroma tumoral del TVT en etapa progresiva se observd muy vascularizado,
coincidiendo con los descrito por Rogers (1997), Gonzalez et al. (2000) y Tella et al.
(2004). Histologicamente, los vasos observados correspondian a vasos de calibre pequefio,
coincidiendo con lo observado por Ramos (2004), quién analizé el area endotelial del
TVT mediante técnica inmunohistoquimica, utilizando como marcador de células

endoteliales anticuerpos contra el factor de von Willebrand.

Luego del tratamiento con una dosis de VCR, el nimero de vasos presentes,
detectables mediante las técnicas de tincion histoldgicas ocupadas (Pap, H-E, vG y PAS),
mostraron una estadisticamente significativa (p<0.05), lo que coincidié con lo observado

por Ramos (2004) y Jana (2005), que registraron, mediante técnicas inmunohistoquimicas,
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una disminucion del endotelio presente en muestras de TVT canino en fase regresiva

inducida por tratamiento con Dexametasona.

Luego, se midid, mediante analisis morfométrico, el drea ocupada por los eritrocitos
y los vasos sanguineos presentes, confirmando asi que existia una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.05), para ambos andlisis, durante la fase regresiva
inducida por tratamiento con VCR. Esto concuerda, ademas, con el aspecto macroscopico
que presentaron los tumores terminado el tratamiento, los que se observaron mas palidos y

menos hemorragicos que al inicio del tratamiento.

Por otra parte, la morfologia histologica de vasos sanguineos presentes fue similar a
la observada previo al tratamiento, aunque la mayoria de los vasos no se encontraban
distendidos y la presencia de globulos rojos en su interior era escasa, coincidiendo con lo
observado en el estudio morfométrico de los eritrocitos presentes en ambas fases tumorales.
Esto podria explicar por qué la presencia de vasos de calibre mayor a 20 um experimentd
una reduccion, estadisticamente significativa (p<0.05), durante la fase regresiva inducida
con VCR. Esto se comprob6 al comparar los tipos de vasos presentes en ambas fases, a
través del promedio del area obtenida en el estudio morfométrico por el nimero de vasos
presentes, observando un predominio significativo (p<0.05) de los vasos de menor area,

durante la fase regresiva.

La falta de dilatacion demostrada por los vasos sanguineos podria estar asociada al
colapso del parénquima tumoral descrito por Mukaratirwa y Gruys (2004), en donde se
describe el reemplazo del tejido tumoral por estroma fibroso. Este tejido ejerceria un efecto
mecanico, aumentando la presion sobre el limen de los vasos presentes, colapsandolos;
esto, ademas, podria explicar en parte la disminucion de globulos rojos presentes en los
cortes regresivos, pues el colapso de los vasos dificultaria la irrigacion sanguinea de la masa

tumoral.

El tratamiento con VCR también podria estar relacionado con la disminucion de
células eritrocitarias en el tumor, debido a que la presencia de eritrocitos estd directamente
relacionada con la existencia de vasos sanguineos funcionales que sean capaces de
transportarlos hacia los tejidos tumorales, con el fin de suplementar los altos requerimientos
metabolicos que exhiben las células neoplasicas (Folkman y Shin, 1992). Asi, en los

estudios realizados por Ramos (2004) y Jana (2005) con Dexametasona, ésta se describe

44



como un agente antiangiogénico que afecta directamente la formacion de nueva vasculatura
tumoral, a través de la inhibicion de la angiogénesis tumoral (Folkman e Ingber, 1987) y del
efecto pro-apoptdtico de la dexametasona sobre las células endoteliales (Lansink et al.,

1998), lo que habria impedido la llegada de eritrocitos al estroma tumoral.

Del mismo modo, se ha descrito en la literatura un efecto antivascular relacionado a
la VCR y a los agentes antitubulinicos, mediante el cual estas drogas se unirian a los
microtibulos de las células endoteliales tumorales en proliferacion, en forma selectiva,
deteniendo el ciclo celular, impidiendo asi la formacion de nuevos vasos sanguineos (Hayot
et al., 2002; Thorpe et al., 2003; Bayless y Davis, 2004). Esta selectividad se deberia a que
generalmente las células que conforman los vasos sanguineos del resto del organismo
permanecen quinescientes (detenidos en fase G0) y por lo tanto, no se dividen y asi no son
sensibles al efecto de la VCR (Friedlander, 1995; Strauss, 2001). Ademas, los vasos de la
vasculatura nomal son maduros y no presentan las caracteristicas que hacen susceptibles a
los vasos tumorales, como la falta de pericitos (Tozer et al., 2001), diferencias en la
arquitectura y composicion celular y bioquimica los vasos inmaduros (Grosios et al., 1999)
entre otras (Dvorak et al., 1988; Bujaski et al., 1989; Vaupel et al., 1989; Davis et al.,
2002).

Ademas, el efecto pro-apoptdtico de la VCR sobre las células tumorales, descrito
por Reyes (2003), también podria impedir la produccion de importantes factores pro-
angioénicos tumorales, como el factor de transcripcion indudible por hipoxia (HIF-1)
(Wang et al., 1995; Strauss, 2001) y el VEGF (Dong et al., 2004), impidiendo su liberacion,
lo que induciria una detencion del desarrollo de la angiogénesis y de la vascularizacion

tumoral, como ha sido expuesto por Hanahan y Folkman (1996) y Jung et al. (2002).

Por otra parte, los resultados obtenidos no coincidirian con lo que se esperaria para
el efecto antivascular descrito para la VCR, debido a que la accion de las drogas
antitubulinicas se produciria, precisamente, sobre los vasos de menor calibre, como
capilares y vasos angiogénicos (Bayless y Davis, 2004), y no sobre los de mayor tamafio,
que corresponderian a la poblacion de vasos sanguineos mas maduros, que son menos
susceptibles al efecto antimitdtico de las drogas antimicrotubulares (Halfield et al., 2003).
Ademas, a través del bloqueo indirecto de la angiogénesis, promovido por la destruccion las
células tumorales (Hanahan y Folkman, 1996), también se fomentaria una disminucion del

recuento de vasos de pequefio calibre, contrario a lo detectado en el estudio morfométrico.
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Esta discrepancia tal vez podria ser atribuida al hecho que, al no existir capilares ni
neovasculatura para transportar el lecho vascular hacia el tumor, el colapso de los vasos de
mayor tamafio, no habria permitido su evaluacion mediante las técnicas empleadas.
Ademas, los vasos observados en los cortes histopatoldgicos de TVT regresivo podrian
corresponder, en parte, a vasos extratumorales provenientes de tejidos del huésped, debido a
que el colapso del parénquima tumoral descrito por Mukaratirwa y Gruys (2004) para la
fase regresiva, produciria una retraccion de la masa tumoral, lo que podria promover la
combinacion de tejidos tumorales y del hospedero, generando la aparicion de vasos
sanguineos extratumorales en las muestras regresivas. Asi mismo, en las muestras de tejido
tumoral en fase regresiva solo se apreciaban escasos remanentes de tejido neoplasico con

abundante tejido colagenoso e infiltracion leucocitaria.

El analisis morfométrico se baso en la deteccion de vasos de lumen expandido y la
presencia de eritrocitos dentro de ellos, por lo tanto no era posible detectar los brotes
endoteliales que estan asociados al proceso angiogénico tumoral. Las técnicas ocupadas en
este trabajo, si bien permiten la descripcion de algunas caracteristicas asociadas a los vasos
tumorales, no son especificas para la deteccion de endotelio vascular. Esto es posible a
través del empleo de otros métodos, como las técnicas de deteccion inmunohistoquimicas,
que permiten evidenciar moléculas de expresion endotelial, como el factor de
vonWillebrand o CD31 (Weidner ef al., 1991; Obermair et al., 1996). Para evaluar el efecto
antiangiogénico del sulfato de Vincristina en el Tumor Venéro Transmisible canino (TVT),
en el futuro se deberan disefiar experiencias que incluyan éstas u otras técnicas que sean

especificas para la deteccion de vasos sanguineos tumorales.
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8. CONCLUSIONES

/
0.0

Existe una reduccion del lecho vascular en el estroma de Tumor Venéreo
Transmible (TVT) en fase regresiva inducida con sulfato de Vincristina (VCR), que
se refleja en una disminucion significativa (p<0.05) tanto del contenido eritrocitario
como del area vascular total y promedio, en asociacion con fibrosis y colapso de los

vasos sanguineos.

Los resultados observados en el lecho vascular del TVT en este estudio concuerdan

con las propiedades antivasculares descritas para este agente quimioterapeutico.

Las tinciones histologicas corrientes, asistidas con métodos de evaluacion
morfométrica, permiten determinar cambios en el lecho vascular, en forma
indirecta, a través de la deteccion de eritrocitos o directa a través del area vascular

total y promedio.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1

Datos de los tumores de TVT utilizados, procedentes de otra memoria de titulo (Duarte,
2002). Estas muestras fueron extraidas de tumores de ubicacion genital de 10 caninos adultos
de entre 1-10 afos de edad, sin distincion de sexo ni raza, los que fueron diagnosticados
clinicamente, biopsiados y tratados con quimioterapia en el Servicio de Cirugia de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Caso 1 H +de2®  Mestizo +/-3m Vulva

Caso 2 H 1a2m Mestizo +/- 20 dias Vulva

Caso 3 M 3A Mestizo  +/-1m Pene

Caso 4 H 6 A Mestizo +/-2 m Vulva y Vagina
Caso 5 H 2A Mestizo +/-1m Vagina

Caso 6 M 1a3m Mestizo +/-5m Pene y Prepucio
Caso7 H 10 A Cocker +/-3m Vagina

Caso 8 M 8 A Mestizo +/-6m Prepucio y Pene
Caso9 M 6 A Siberiano +/-4 m Pene y Prepucio
Caso 10 H 5A Mestizo 5 dias™* Vaginal y Vulvar




10.2 ANEXO 2

Diametros obtenidos de los vasos sanguineos presentes en fases progresiva y regresiva
de TVT, inducida por tratamiento quimioterapico con VCR.

Caso 1 Progresivo: Diametro de Vasos (um)

Caso 1 Regresivo: Didametro de Vasos (um)

Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos
1 3,85 | 3,83 | 513 | 20,71 9,65 1 - 8,26 | 6,70 | 7,36 -
2 6,87 | 7,60 | 4,08 - 21,87 2 - 2,38 | 6,52 | 11,11 -
3 18,22 | 18,71 | 4,95 - - 3 - 2,54 | 517 - -
4 8,07 | 9,04 | 439 - - 4 - - - - -
5 8,35 | 6,29 | 5,91 - - 5 - - - - -
6 13,18 - 11,46 - - 6 - - - - -
7 7,41 - - - - 7 - - - - -
8 4,99 - - - - 8 - - - - -
9 6,41 - - - - 9 - - - - -
10 9,20 - - - - 10 - - - - -
Caso 2 Progresivo: Diametro de Vasos (um) Caso 2 Regresivo: Didametro de Vasos (um)
Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos

1 25,01 | 10,90 | 11,81 | 12,43 | 16,89 1 - - 10,96 - 12,96
2 - - - 11,77 | 18,67 2 - - - - -
3 - - - - 20,86 3 - - - - -
4 - - - - - 4 - - - - -
5 - - - - - 5 - - - - -
6 - - - - - 6 - - - - -
7 . . . = - 7 = . . . =
8 - - - - - 8 - - - - -
9 - - - - - 9 - - - - -
10 - - - - - 10 - - - - -

(-) Campo sin vasos sanguineos detectables
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Caso 3 Progresivo: Diametro de Vasos (um)

Caso 3 Regresivo: Didametro de Vasos (um)

Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos
1 341 | 7,07 | 855 | 4,86 7,06 1 519 | 3,28 | 2,64 6,1 6,07
2 15,51 | 4,62 | 18,97 | 7,25 12,26 2 - 1,86 | 2,61| 442 -
3 16,13 | 10,67 | 4,13 | 14,19 8,49 3 - 2,31 196| 544 -
4 4,39 | 9,62 - - 10,38 4 - 3,47 -
5 - - - - 12,82 5 - - - - -
6 - - - - 5,99 6 - - - - -
7 - - - - 9,57 7 - - - - -
8 - - - - 14,51 8 - - - - -
9 - - - - 2,79 9 - - - - -
10 - - - - 10 - - - - -
Caso 4 Progresivo: Diametro de Vasos (um) Caso 4 Regresivo: Didametro de Vasos (um)
Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos

1 12,72 | 541| 557 - 11,99 1 - 6,48 | 5,78 | 574 4,09
2 3,73 | 5,08| 6,01 - 5,57 2 - - 2,29 | 2,64 5,78
3 - 25,8 | 20,63 - 4,76 3 - - 2,77 | 532 5,55
4 - 5,36 | 3,94 - 5,79 4 - - - 2,61 2,13
5 - - - - 5,28 5 - - - 3,33 -
6 - - - - 6,93 6 - - - 5,51 -
7 - - - - 3,87 7 - - - - -
8 - - - - 15,94 8 - - - - -
9 - - - - 3,94 9 - - - - -
10 - - - - 2,61 10 - - - - -

(-) Campo sin vasos sanguineos detectables
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Caso 5 Progresivo: Diametro de Vasos (um)

Caso 5 Regresivo: Didametro de Vasos (um)

Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos
1 10,83 | 16,23 | 9,48 | 9,36 10,46 1 9,35 | 4,17 | 16,52 - 8,89
2 5,74 | 14,51 | 9,17 | 10,26 5,82 2 3,14 | 3,59 | 507 - -
3 95 | 585 |29,62 | 5,59 4,25 3 - 5,32 - - -
4 528 | 7,31 | 14,68 | 9,1 8,49 4 - - - - -
5 14,48 | 12,13 | 7,77 | 4,44 9,58 5 - - - - -
6 8,91 6,1 2,64 - 5,34 6 - - - - -
7 11,04 | 8,48 | 9,65 - 7,98 7 - - - - -
8 18,92 - 10,15 - - 8 - - - - -
9 7,12 - - - - 9 - - - - -
10 - - - - - 10 - - - - -
Caso 6 Progresivo: Diametro de Vasos (um) Caso 6 Regresivo: Didametro de Vasos (um)
Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos

1 4,71 14,27 | 6,71 | 12,12 | 13,03 1 9,94 | 3,79 | 596 2,55 4,17
2 4,87 | 6,99 - - - 2 1,67 | 3,76 | 6,48 - -
3 17,47 - - - - 3 - 6,62 | 2,78 - -
4 - - - - - 4 - 3,28 - - -
5 - - - - - 5 - 12,85 - - -
6 - - - - - 6 - 10,63 - - -
7 s s s s s 7 s s s s s
8 - - - - - 8 - - - - -
9 - - - - - 9 - - - - -
10 - - - - - 10 - - - - -

(-) Campo sin vasos sanguineos detectables
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Caso 7 Progresivo: Diametro de Vasos (um)

Caso 7 Regresivo: Didametro de Vasos (um)

Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos
1 8,37 | 9,93 | 635 | 4,88 5,27 1 4,95 | 7,06 | 2,64 | 551 9,92
2 6,14 [10,45| 538 | 4,24 12,67 2 10,98 - - - -
3 3,73 | 528 | 2,94 | 8,21 6,72 3 5,32 - - - -
4 - 6,7 | 7,44 | 2,82 6,41 4 - = - - -
5 - - 7,36 | 541 9,2 5 = o - - -
6 - - 7,36 | 9,36 - 6 - - - - -
7 - - 3 9,03 - 7 - - - - -
8 - - - 4,76 - 8 - - - - -
9 - - - 3,93 - 9 - - - - -
10 - - - 5,49 - 10 - - - - -
Caso 8 Progresivo: Diametro de Vasos (um) Caso 8 Regresivo: Didametro de Vasos (um)
Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos

1 8,49 | 11,98 | 13,21 | 10,67 | 11,33 1 564 [19,02| 3,94 | 563 14,57
2 6,75 | 6,47 | 6,07 | 4,98 13,64 2 712 | 719 | 3,61 | 527 -
3 6,8 [12,53 | 3,94 | 4,39 7,49 3 3,73 - 3,53 | 6,52 -
4 8,65 - 11,09 | 4,17 2,96 4 = = - - -
5 5,17 - 5,28 | 10,61 2,69 5 - - - - -
6 10,67 - 2,89 | 3,93 - 6 - - - - -
7 5,91 - 5,91 | 15,07 - 7 - - - - -
8 3,47 - - - - 8 - - - - -
9 - - - - - 9 - - - - -
10 - - - - - 10 - - - - -

(-) Campo sin vasos sanguineos detectables
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Caso 9 Progresivo: Diametro de Vasos (um)

Caso 9 Regresivo: Didametro de Vasos (um)

Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5
N? Vasos N? Vasos

1 7,58 | 25,52 | 16,91 | 7,02 9,78 1 6,75| 599| 341| 784 6,62
2 7,07 | 7,86 | 571 | 16,84 | 4,62 2 4,76 | 13,08 | 6,57 6,1 5,27
3 7,34 | 13,64 - 16,09 | 4,07 3 - 9,75 | 14,91 | 2,64 -
4 11,59 | 7,37 - - 25,81 4 - - - - -
5 9,75 - - - - 5 - - - - -
6 7,04 - - - - 6 - - - - -
7 . . = - - 7 . . . - -
8 - - - - - 8 - - - - -
9 - - - - - 9 - - - - -
10 - - - - - 10 - - - - -

Caso 10 Progresivo: Diametro de Vasos (um) Caso 10 Regresivo: Diametro de Vasos (um)

Campo 1 2 3 4 5 Campo 1 2 3 4 5

N? Vasos N? Vasos

1 10,85 | 25,72 | 2,46 | 15,55 | 12,31 1 - - - - -
2 16,2 | 10,52 | 8,48 | 8,09 6,7 2 - - - - -
3 - 18,27 | 10,54 - 7,66 3 - - - - -
4 - - - - - 4 - - - - -
5 - - - - - 5 - - - - -
6 - - - - - 6 - - - - -
7 . . . = - 7 . . . . =
8 - - - - - 8 - - - - -
9 - - - - - 9 - - - - -
10 - - - - - 10 - - - - -

(-) Campo sin vasos sanguineos detectables
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10.3 ANEXO 3: Diametros vasos sanguineos TVT: Prueba X2

1. Valores Observados:

Diametros (um) | TVT Progresivo TVT Regresivo | Valor marginal 2
<10,00 140 78 218

10,00-20,00 63 11 74
>20.00 10 0 10

Valor marginal 1 213 89 320(*)

2. Valores Esperados:

« Valor Esperado = Valor Marginal 1 X Valor Marginal 2
Gran Total (*)

Diametros (um) TVT Progresivo TVT Regresivo | Valor marginal 2
<10,00 153,75 64,25 218

10,00-20,00 52,20 21,80 74
>20.00 7,05 2,95 10

Valor marginal 1 213 89 320(*)

3 .Calculo de X? :

X? (2= 2 (Observado (O) — Esperado (E))? = 15,93 (Valor Critico X? (,. : 5,99

Esperado(E)
(o] E (O -E) (O -E)2 (O -E)2/E

140 153,75 -13,75 189,06 1,23
63 52,20 10,80 116,64 2,23
10 7,05 2,95 8,7 1,23
78 64,25 13,75 189,06 2,94
11 21,80 -10,80 116,64 5,35
0 2,95 -2,95 8,7 2,95

X? 15,93
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