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SUMMARY

Apoptosis or programmed cell death is a mechanism of cell elimination when they are unnecessary or
genetically damaged. It is controlled by a variety of genes, many of which present mutation or dysfunstion
associated to cancer. When this occurs patients have more aggressive tumors. A characteristic DNA
fragmentation occurs during apoptosis which can be traced and enzimatically revealed by TUNEL (ter-
minal transference mediaded dUTP-biotin nick end labelling) technigue. This allows early apoptosis
detection even before the first morphologic nuclear changes take place. In this work 10 adult canine with
genital TVT were selected to undergo one single dose (0.03mg/Kg) Vincristine sulphate treatment, in order
to induce tumor regression. Histological samples were obtained and processed for TUNEL immune staining.
Images were digitalized an analyzed by a morphometric sofiware (Image Pro-Plus, Media Cybernetics,
USA). The mean area obtained for apoptotic cells was 51.3+37.9mm’ and 1396+828.6mm’/200X field,
Jor progressive and regressive growth, respectively. This indicates a significant difference between both
phases (p<0.0001). The main cell type for both tumor stages corresponded to tumor cells with 80,7% for
progressive and 89.4% for regressive growth, resulting in a significant augmentation for this latter tumor
stage (p<0.001). This results indicate that vincristine induces TVT to collapse through apoptosis. The
exact underlying mechanism remains to be demonstrated, however in other neoplams caspasas 9 and 3
activation has been described suggesting that the mitochondrial way is involved, through oxgygen derived
radical production and Bcl-2 gene overexpression.
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INTRODUCCION

Las células del cancer se diferencian de las nor-
males por su crecimiento incontrolable, capacidad
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de producir metastasis, pérdida de la diferencia-
cion celular y resistencia farmacologica.

En el céncer no solamente hay una alteracion
a nivel de proliferacion celular, sino que también
en las vias apoptdticas, permitiendo la sobrevida
de células neoplasicas a pesar de sus anormalida-
des genéticas (Sjostrom y Bergh, 2001).

El objetivo de la apoptosis o muerte celular
programada es la eliminacién de células del
huésped, que ya no son necesarias, a través de la
activacion de una serie coordinada y programa-
da de acontecimientos internos (Cotran et al.,
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2000) y puede ser gatillada por una gran varie-
dad de estimulos externos.

La causante de los cambios morfoldgicos y
bioquimicos que reconocemos en la apoptosis es
la activaciéon de una familia de proteasas de
cisteina intracelulares, conocidas como caspasas,
las cuales degradan residuos del acido aspartico
(Alnemri et al., 1996). Estas proteasas estan pre-
sentes como cimoégenos inactivos en todas las cé-
lulas animales, pudiendo ser gatilladas a asumir un
estado activo (Reed, 2000). Muchas de las vias, por
las cuales se lleva a cabo la apoptosis, se ven al-
teradas en la génesis de un tumor.

Existen dos vias de activacion de las caspasas
que han sido estudiadas en detalle, una de ellas es
via TNF (factor de necrosis tumoral), la cual usa la
activacion de las caspasas como un mecanismo de
sefializacion, esto es, cuando existe union receptor
ligando a la superficie celular para la induccién de
apoptosis (Salvesen et al., 1997; Yuan J., 1997). La
otra implica la participacién de la mitocondria, la
cual libera proteinas activadoras de caspasas al
citosol, gatillando asi la apoptosis (Green y Reed,
1998; Reed, 1997). Los receptores de muerte y la
via mitocondrial para la activacion de la caspasas
son a veces referidos como vias extrinsecas e intrin-
secas respectivamente (Reed, 2000).

La via mitocondrial o intrinseca es gobernada por
la familia Bcl-2 de proteina (Reed, 2000), que jue-
ga un importante rol en la apoptosis ésta incluye a
miembros proapoptoticos y antiapoptoticos
(homélogos de los genes de muerte celular en
nematodos). Los miembros proapoptdticos de Bcl-
2 se componen por Bcl-2, Bel X1, Bel-w, Bfl-1
Brag-1, A1, los miembros antiapoptéticos son Bax,
Bak, Bcl-xs, Ba, bid, Bik, Hrk (Hockenbery DM,
1994; Yang y Korsmeyer, 1996; White E, 1996;
Middleton et al., 2000; Hou et al., 2003).

Una de las razones del gran interés cientifico que
ha provocado la apoptosis en los dltimos afios es el
hecho de estar marcadamente influenciada por una
variedad de genes tanto positiva como negativamen-
te, muchos de los cuales presentan mutacién y/o
disfuncionalidad en su regulacion, asociada a can-
cer (Mc Gill y Fisher, 1997). Entre los mas impor-
tantes de estos genes se encuentran los
anteriormente sefialados miembros de la familia
Bcl-2 y el gen supresor tumoral p33 (Reed ef al.,
1996). EI gen p53 actia como supresor tumoral,
induciendo detencion del crecimiento, senescencia
y apoptosis en respuesta a una variedad de tipos de
injuria celular incluyendo exposicion a agentes que

dafian el ADN, hipoxia y activacién de oncogenes.
Esta respuesta protege a la célula de la transforma-
cion neoplasica (Burns y El-Deiry, 1999).

No es sorprendente entonces que la pérdida de
p53 se describa en casi todos los tumores o que
el gen esté mutado en sobre el 50% de los tumo-
res (Holstein et al., 1991). Los pacientes que pre-
sentan mutacién en p53, usualmente, tienen peor
prondstico en términos de respuesta a la terapia
antitumoral (Brown y Wouters, 1999). Tumores
con mutacion en p53 pueden ser mas anaplasicos,
tener una mayor proporcion de células en prolife-
racion, pueden ser mas metastasicos y en general
son mas agresivos fenotipicamente (Elledge, 1996).

Es ampliamente aceptado que la muerte celu-
lar, después de un dafio en el ADN por agentes can-
cerigenos, es primariamente el resultado de
apoptosis, y que las células que evaden la apoptosis
seran resistentes a la muerte celular (Reed et al.,
1996; Weinberg, 1996; Mc Gill y Fisher, 1997,
Rudin y Thompson, 1997).

La medicién cuantitativa del indice apoptético
por medios morfoldgicos, especialmente por
microscopia de luz, puede ser dificil ya que la apa-
riencia celular apoptotica se limita a unos pocos
minutos y los cuerpos apoptéticos en diversas for-
mas pueden ser vistos sélo unas pocas horas an-
tes de ser fagocitados (Soini et al., 1999).

La fragmentacion del ADN esta directamente aso-
ciada con los cambios ultraestructurales en la mor-
fologia celular de la apoptosis (Thiry, 1992; Migheli
et al., 1995). Asi mostraran una fragmentacioén pri-
maria del ADN en grandes fragmentos de 50-300 Kb,
luego por accion de endonucleasas dependientes de
Ca™ y Mg*™ ocurre una nueva fragmentacion del
ADN, correspondiendo a oligonucleosomas de 180
a 200 pares de bases; estos fragmentos pueden ser
detectados mediante electroforesis en gel agarosa
mostrando una apariencia tipica conocida como es-
calera de ADN (Arends ef al., 1990; Bursch et al.,
1990; Gavrieli ef al., 1992).

Es posible detectar apoptosis por via de la frag-
mentacion del ADN mediante la técnica denomi-
nada TUNEL (terminal transference mediaded
dUTP-biotin nick end labelling), donde los frag-
mentos de ADN y los quiebres en las hebras de
ADN son detectados por un marcaje enzimatico en
el extremo libre 3-OH con nucleétidos modifica-
dos (Gavrieli ef al., 1992; Wijsman ef al., 1993).

Con esta técnica se pueden detectar estados
tempranos de apoptosis, incluso antes que el nu-
cleo experimente los primeros cambios morfold-
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gicos (Atanasio y Schiffer, 1995; Chapman ef al.,
1995).

Entre los tumores de mas alta incidencia en ca-
ninos se encuentra el Tumor Venéreo Transmisi-
ble (T.V.T). Esta neoplasia no se origina por
transformacién de células del paciente, sino que
se trata de un alotrasplante de células previamen-
te transformadas en una mucosa susceptible, ge-
neralmente genital.

El T.VT. se caracteriza por presentar una fase de
crecimiento progresivo muy acelerado con la forma-
cion de una masa tumoral importante y gran destruc-
cién tisular local asociada. Sin embargo, el tratamiento
quimioterapéutico con sulfato de Vincristina, a dife-
rencia de lo que ocurre en otras neoplasias, logra no
s6lo detener el crecimiento, sino que ademas induce
la regresion de la masa tumoral hasta su completa des-
aparicion (Mozos, 1996). La Vincristina es un alca-
loide derivado de la Vinca, que inhibe la etapa de
metafase de la mitosis (Booth, 1994).

En este trabajo se estudid el comportamiento
apoptético del tumor venéreo transmisible, me-
diante la técnica TUNEL, en fase de crecimiento
progresivo y durante la regresion, inducida por el
tratamiento con sulfato de Vincristina.

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Animales

Se obtuvieron muestras de tumores venéreos trans-
misibles de ubicacion genital de 10 caninos adul-
tos de entre 1 a 10 afios de edad, sin distincion de
sexo ni raza, que presentaron una masa tumoral

detectada clinicamente en el Servicio de Cirugia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecua-
rias de la Universidad de Chile (Tabla 1).

Los casos fueron confirmados, seleccionandose
aquellos en fase progresiva de crecimiento tumoral
mediante estudio citolégico e histopatoldgico de
acuerdo a criterios previamente descritos (Gonzalez
et al., 2000) en el Servicio de Anatomia Patoldgica
de la misma Facultad.

Tratamiento

Los pacientes fueron sometidos a quimioterapia
con Sulfato de Vincristina (Vincristina Sulfato®
Pharmachemie B.D. Holland), en dosis nica de
0.03 mg/kg. diluida en agua bidestilada, adminis-
trada via endovenosa para obtener la remision
tumoral (Lombardi, 1995).

Inmunohistoquimica

Para este estudio se utilizd un kit especifico para
la deteccién de apoptosis; “ApopTag® Plus
Peroxidase in situ apoptosis deteccidon Kit”, este
kit se caracteriza por detectar células apoptdticas
por marcaje especifico de ADN fragmentado, pro-
ducido en los procesos apoptoticos.

Los componentes que provee el kit ApopTag
han sido disefiados para marcar los extremos libres
3-OH del ADN, con nucledtidos marcados. Estos
nucledtidos son adheridos al ADN por medio de una
enzima denominada, Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase (TdT) (Schmitz et al., 1991; Gavrieli
et al., 1992), TdT cataliza, independiente de la tem-
peratura, la adicion de un nucledtido trifosfato al ex-
tremo 3-OH de una hebra doble o simple de ADN.
La incorporacion de nucledtidos forma un oligéme-
ro compuesto de nucledétidos marcados con

TABLA 1
DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES EN ESTUDIO
N° del caso Sexo Edad Raza Curso de la Ubicacion
enfermedad
Caso 1 H +de 2° Mestizo +/- 3m Vulva
Caso 2 H l1a2m Mestizo +/- 20 dias Vulva
Caso 3 M 3A Mestizo +/-1 m Pene
Caso 4 H 6A Mestizo +/-2 m Vulva y Vagina
Caso 5 H 2A Mestizo +-1m Vagina
Caso 6 M la3m Mestizo +/-5m Pene y Prepucio
Caso 7 H 10A Cocker +/-3m Vagina
Caso 8 M 8A Mestizo +/- 6 m Prepucio y Pene
Caso 9 M 6A Siberiano +/-4 m Pene y Prepucio
Caso 10 H 5A Mestizo 5 dias Vaginal y Vulvar
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digoxigenina y nucledtidos no marcados, en una
secuencia al azar. La relacion de nucledtidos mar-
cados con no marcados en ApopTag es optimizada
para promover la posterior unién al anticuerpo anti-
digoxigenina.

El anticuerpo antidigoxigenina usado en este kit, es
un anticuerpo policlonal de oveja purificado, este anti-
cuerpo exhibe menos del 1% de reactividad cruzada.
La porcion Fc del anticuerpo ha sido removida por me-
dio de digestion proteolitica para eliminar cualquier
union no especiifica de los receptores celulares Fc.

Los fragmentos de ADN, los cuales han sido
marcados con el nucleotido-digoxigenina, son ex-
puestos a la union del anticuerpo antidigoxigenina,
que esta conjugado con peroxidasa. La union de
peroxidasa-anticuerpo conjugado enzimaticamente,
genera una tincion permanente, intensa y localiza-
da proveniente de sustratos cromogénicos, entregan-
do una sensible deteccién en inmunohistoquimica
(Gavrieli et al.,1992; Thiry et al., 1992; Gorczyca
et al.,1993; Wijsman et al., 1993).

" 2. Métodos

Obtencion de muestra

Se obtuvieron de todos los pacientes biopsias que
se fijaron en formalina y que se procesaron para
el estudio histologico descriptivo y morfométrico
en TVT progresivo y regresivo.

Diagnostico citologico

El diagnostico de TVT se confirm6 mediante ex-
tendidos celulares sobre portaobjetos, mediante
impronta o raspado de la masa tumoral. Estas fue-
ron fijadas en metanol, tefiidas con colorante
Giemsa durante 10 minutos, lavadas con agua des-
tilada y secadas al medio ambiente.

Biopsias tumorales

Las biopsias extraidas a los pacientes se fijaron en
formalina al 10% por 24 horas a temperatura am-
biente y se procesaron de acuerdo a las técnicas
convencionales para tejidos incluidos en parafina
(Lopez et al., 1985).

De cada muestra se obtuvieron tres cortes de 5 um
de grosor en un micrétomo de rotacion, luego se rea-
lizaron las siguientes técnicas Hematoxilina-Eosina
(Lopez et al., 1985) e inmunohistoquimica a través
del kit ApopTag®.

Evaluaciéon de los resultados
Este estudio consideré un analisis cuantitativo de
los cambios regresivos en células neoplasicas a ni-

vel histologico. Para esto se cuantifico el area de
células de TVT que representaban a la poblacién
apoptotica inmunomarcada, en ambas fases de cre-
cimiento tumoral, para cumplir este objetivo, sc
digitalizaron las imagenes de 5 campos de 200X
por muestra, con una resolucion de 512X 480
pixeles, mediante una videocamara digital (Cool
Snap-Pro CF, Media Cybernetic, USA) montada en
un microscopio optico cientifico (Nikon, Eclipse
E-600) y conectada a una computadora con un
software morfométrico (Image Pro-Plus, Media
Cybernetics, USA).

Ademas, se realizé un recuento celular para
determinar la distribucion de células tumorales
en apoptosis a nivel histolégico, para lo cual se
considerd un total de 300 células tumorales por
preparacion.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos en la fase progresiva del tu-
mor fueron comparados con los de la fase regresi-
va mediante el empleo de la prueba de t para
muestras asociadas para las variables de areas de
apoptosis (inmunomarcadas) y distribucién celular.

RESULTADOS

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE TVT
EN FASES PROGRESIVA Y REGRESIVA

En los cortes procesados, segiin el protocolo del kit
ApopTag® 'se pudo apreciar que tanto en la fase de
crecimiento tumoral progresiva, previa al tratamien-
to, como en la fase regresiva posterior al tratamiento
existia inmunorreactividad positiva a fragmentacién
de ADN, que se visualizé como la aparicion de
tincion de color marrén en micleo y/o citoplasma (ver
Figs. 1a y 1b), en aquellas células que se encontra-
ban bajo apoptosis. El resto de las células que no pre-
sentd inmunomarcacion, mostré reaccién sélo de sus
nucleos con la tincion de contraste que correspondia
a Hematoxilina, presentando un color azul oscuro, ca-
racteristica de esta técnica (ver Figs. 1la y 2a).

La morfologia nuclear y citoplasmatica de las
células, en el tejido tumoral, fue cuidadosamente
observada a diferentes magnificaciones (200X a
1.000X). En células en estados tempranos de
apoptosis, se observé marginacion de la cromatina
nuclear. En células en estados mas avanzados se
apreci6 condensacién del micleo junto a encogi-
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Figura 1a. TVT en fase progresiva de crecimiento
tumoral. Inmunotincién para apoptosis con ApopTag®.
200X.

miento citoplasmético, indicado por un claro es-
pacio que rodea a la célula. Finalmente, se obser-
vo la presencia de cuerpos apoptoéticos, en el
espacio extracelular o dentro de células fagociticas.
La mayor parte de estos hallazgos morfol6gicos
coincidié con inmunorreactividad positiva, obser-
vandose en forma muy ocasional, algunos cuerpos
apoptoticos sin inmunotincion. Por otro lado, es
interesante destacar que se observd gran cantidad
de nicleos inmunotefiidos, sin evidencias de alte-
raciones morfoldgicas.

Con ayuda de la inmunomarcacion se realizo un
recuento del 4rea cotrespondiente a la poblacion
celular en apoptosis. Para cumplir este objetivo

Figura 2a. TVT en fase regresiva inducida por trata-
miento con Vincristina. Inmunotincidén para apoptosis
con kit ApopTag®. 200X.

se digitalizaron las imagenes de 5 campos de 200X
por muestra, obteniendo un valor promedio para
el area inmunotefiida, previa marcacion morfomé-
trica (ver Figs 1b y 2b).

En general se observé una inmunomarcacion,
para apoptosis, mas bien ocasional, de células ais-
ladas, en la fase de crecimiento progresivo (Fig.
la), contrastando con una intensa inmunotincion
en tejidos de TVT en fase regresiva, involucrando
muchas células que no presentaban aun cambios
morfoldgicos asociados a apoptosis (Fig 2a). La Fi-
gura 3 muestra el area promedio correspondiente
a la fraccion de células apoptéticas, la que fue de
51.3437.9 mm* y 1396+828.6 mm?, por campo de

Figura 1b. TVT en fase progresiva de crecimiento
tumoral. Inmunotincién para apoptosis con ApopTag®.
200X. Marcacién morfométrica del 4rea inmunotefiida.

Figura 2b. TVT en fase regresiva inducida por trata-
miento con Vincristina. Inmunotincién para apoptosis
con kit ApopTag®. 200X. Marcacién morfométrica del
drea inmunotefiida.



Apoptosis en tumor venéreo transmisible del canino en fase de crecimiento progresivo... 59

FIGURA 3
APOPTOSIS EN TUMOR VENEREO TRANSMISIBLE
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DISTRIBUCION DE CELULAS APOPTOTICAS SEGUN TIPO CELULAR
Y FASE DE CRECIMIENTO CELULAR
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200X, para fase progresiva y regresiva respecti-
vamente, indicando que estadisticamente existe
una diferencia significativa entre ambas fases
(p<0.0001).

DISTRIBUCION CELULAR

En la Figura 4 se muestra la distribucion porcen-
tual, segun tipo celular, dentro de la poblacion
apoptotica. Se estudiaron 10 muestras de TVT en
su fase de crecimiento progresivo y luego duran-
te la regresion inducida con sulfato de Vincristina.
El tipo celular principal dentro de la poblacién
apoptotica, en ambas fases correspondio a célu-
las tumorales con un 80.7% para fase progresiva
y 89.4% para fase regresiva. Mientras, que los
linfocitos representaban un 16.1% y 8.4%, en las
fases progresiva y regresiva, respectivamente. Las
epiteliales constituian sélo un 3.2% en fase pro-
gresiva y 2.2% en fase regresiva.

Dentro de la poblacion apoptética, las células
de TVT mostraron un aumento significativo en
fase regresiva (p<0.001). En cambio en el caso de
los linfocitos, estos disminuyeron en forma signi-
ficativa en regresion (p<0.001). En el caso de las
células epiteliales la disminucion registrada en fase
regresiva no fue estadisticamente significativa
(p>0.05). (Tabla 2.)

DISCUSION

En este estudio se observo, como cambios mor-
fologicos apoptéticos tempranos, la marginacion de
la cromatina nuclear. Como cambios intermedios apa-
recié condensacion del micleo junto a encogimiento
citoplasmatico, indicado por un espacio claro que ro-
dea a la célula. Como estados mas avanzados apare-
cieron los cuerpos apoptéticos que se encontraron en
el espacio extracelular o dentro de células fagociticas.
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TABLA 2
DISTRIBUCION DE TIPOS CELULARES APOPTOTICOS EN TVT
EN FASE PROGRESIVA DE CRECIMIENTO Y EN REGRESION

Fase tumoral

% Progresiva

% Regresiva

n=
Células TVT
Linfocitos
Células epiteliales

10 10
80.7%* 89.4°
16.1% 8.4
32¢ 222

Los datos corresponden a los promedios obtenidos en recuentos de 300 células.
*= letras distintas indican grupos estadisticamente diferentes.

Estos cambios morfoldgicos concuerdan con los des-
crito por otros autores para apoptosis (Kerr y Harmon,
1991; Darzynkiewcz et al., 1997). Ademas, estos
cambios coincidieron con inmunorreactividad posi-
tiva para la técnica ApopTag.

La inmunomarcacion de apoptosis mediante la
técnica ApopTag generd una excelente sefial,
visualizada como un area de tincién color marrén
intenso, detectando signos de fragmentacion de
ADN, no solo a nivel de cuerpos apoptoticos, sino
que también, en mnucleos aparentemente intactos.
Este tipo de evidencia temprana de apoptosis no
podria haber sido detectada por métodos morfo-
loégicos convencionales. Esto permitié demostrar
un claro y significativo aumento, del proceso
apoptdtico relacionado con la regresion inducida
por Vincristina. La deteccion in situ de los quie-
bres de las hebras de ADN, por la técnica TU-
NEL, hace que las células apoptdticas sean
facilmente detectables mediante microscopia de
luz, permitiendo un estudio mucho mas exacto y
especifico del proceso de apoptosis, comparado
con el examen de tejidos sometidos a tinciones
corrientes (Gavrieli et al.,1992; Gorczyca et
al.,1993).

ApopTag® distingue apoptosis de necrosis por
una deteccion especifica de fragmentos de ADN y
condensacion de la cromatina asociados con
apoptosis (Gold, 1994). En algunos casos, aunque
morfolégicamente es posible distinguir estructuras
celulares como cuerpos apoptdticos, estos puede
que no se tifian, debido a que algunos no contie-
nen material nuclear (Perry, et al 1997). Sin em-
bargo, esta subestimacion es pequeiia y no parece
ser importante, de acuerdo a los resultados obte-
nidos en este estudio, donde se observé solo en for-
ma ocasional la presencia de cuerpos apoptoticos
negativos a la inmunotincidon. De todos modos, es

importante evaluar las tinciones en conjunto con
criterios morfoldgicos, para considerar este tipo de
situaciones.

Durante la regresion del TVT, no sdlo aumen-
t6 el numero total de células afectadas por el pro-
ceso apoptotico, sino también el predominio de
las células tumorales dentro de la poblacidon
apoptotica. Esto es concordante con lo descrito por
Hill et al. (1984), Lombardi (1995) y Gonzilez et
al. (2000) quienes encontraron una disminucion
significativa del nimero y proporcion de células
tumorales en TVT en la fase regresiva inducida por
Vincristina. Por otro lado, Oltra (1999) y Gonzalez
et al (2002) describieron un aumento relativo de
la poblacion linfocitaria en esta fase tumoral, in-
ducida por el mismo tratamiento, lo que concuer-
da con la disminuciéon de la proporcion de
linfocitos dentro de la poblacion apoptotica, ob-
servada en este estudio.

Se ha visto que el TVT en fase de crecimien-
to progresivo presenta mayor indice apoptotico
que otras neoplasias del canino (Guvenc et al.,
2002). En este estudio, el marcado aumento de
apoptosis observado en relacién a la regresion
tumoral inducida por Vincristina, es concordante
con la dramatica y exitosa desaparicion de la
masa tumoral observada a nivel clinico con este
tratamiento. Se destaca una diferencia notoria con
otros tipos de neoplasia que, en general, presen-
tan una respuesta parcial frente al tratamiento con
quimioterapia. Esto sugiere que en TVT proba-
blemente no se encuentren afectados los genes
involucrados en la induccién de apoptosis, lo cual
difiere de otras neoplasias donde, generalmente,
se encuentran afectados miembros de la familia
Bcl-2 y el gen supresor tumoral p53 (Holstein
et al., 1991; Reed et al., 1996). Sin embargo, re-
cientemente se ha informado de una mutacion
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puntual del nucleétido 964 (T-C) resultando en
el cambio de aminoacidos (Phe-Ser) de la protei-
na supresora tumoral p53 (Choi y Kim, 2002).
Esto difiere de las observaciones clinicas que in-
dican que los pacientes que presentan mutacion
en p53, usualmente, tienen peor prondstico en tér-
minos de respuesta a la terapia en una gran va-
riedad de tumores (Brown y Wouters, 1999).
Tumores con mutacién en p53 pueden ser mas
anaplasicos, tener una mayor proporcion de cé-
lulas en proliferacion, ser mas metastasicos y, en
general, son mas agresivos fenotipicamente
(Elledge,1996).

Este estudio indica que durante la fase regre-
siva del TVT, inducida por Vincristina, las cé-
lulas tumorales entrarian en apoptosis llevando
al colapso de la masa tumoral, quedando sé6lo
una matriz fibrosa (Gonzalez et al., 2000). Al-
gunos estudios han sugerido que al menos algu-
nas células del TVT presentarian una suerte de
transformacién fibroblastica en la fase regresi-
va del TVT. Sin embargo estudios recientes
(Liao et al., 2003) han utilizado la técnica de
PCR in situ para marcar células de TVT a tra-
vés de la deteccidn del elemento nuclear deno-
minado LINE (A long interspersed nuclear
element) que se inserta constante y exclusiva-
mente en el terminal 5' del gen c-myc de las
células de TVT, por fuera del primer exon.
Como el largo total del gen LINE insertado no
es constante, se han usado primers para cubrir
s6lo un segmento estable de 0.55kb. Ninguna
célula de morfologia fibroblastica tanto de fase
progresiva como regresiva reacciond con esta
sonda genética especifica para células de TVT.

El mecanismo por el cual la Vincristina indu-
ciria apoptosis en TVT permanece atin por acla-
rar, sin embargo se sabe que agentes
antimicrotibulos como la vincristina inducen
apoptosis(Wang ef al., 1999). Asi, existen estu-
dios en leucemia aguda infantil que han demos-
trado activacion de caspasas 9 y 3 tras una sola
dosis de vincristina (Goringer et al., 2002), sugi-
riendo que este tratamiento induce apoptosis por
la via mitocondrial, involucrando mecanismos
asociados a la generacién de radicales derivados
del oxigeno y sobre expresion de gen Bcl-2. Otros
estudios han demostrado apoptosis inducida por
Vincristina en cancer mamario (Aoudjit & Vuori,
2001), osteosarcoma (Seki et al., 2000) y otros
tumores humanos o lineas de células tumorales
(Belhoussine et al., 1999).
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