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ABSTRACT

Among the more investigated antineoplastic therapeutic options, the anti-angiogenic therapy has no
important collateral effects for the patient. This therapy targets the factors implied in the progress of
the angiogenic cascade, to impede the vascular support of tumoral tissue, increasing the apoptosis of
the neoplastic cells.

In this study the changes of the vascularization of canine venereal transmissible tumor (CTVT)
were studied, both in the progressive phase of growth and during regression induced by treatment with
vincristine sulphate (VCR). This antineoplastic drug apart from its cytostatic effect on tumors, it has
demonstrated direct antivascular effect.

Histopathologically with Fapanicolau siain, was observed that after the treatment, the number of blood
vessels diminished significantly (p < 0.05). On the other hand it was determined, by computer assisted
morphomelry that the area occupted by the erythrocyte was significantly smaller (p < 0.05) in regressive
CTVT. Also, the total average area occupied by blood vessels was significantly smaller (p < 0.05) in

regression of CTVT growth induced with VCR.
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INTRODUCCION

EI'TVT se caracteriza, en su presentacién clinica,
por su aspecto hemorragico, asociado a una extensa
irigacion 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 angiogénesis tumoral ¥ de su comportamiento
frente al tratamiento con drogas antineoplasicas,
convencionales y antiangiogénicas.

En este estudio se caracterizardn 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

vineristina (VCR), droga antineoplasica que, perte-
nece a Los alcaloides de la vinca (VA) que actian
como citostaticos, suprimiendo la dinamica de los
microtiibulos (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 mitético, (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).

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
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recuento de cclulas con caracteristicas apoptéticas
en la fase regresiva tumoral (Booth, 1994; Reyes,
2004), como la marginacién de la cromatina nuclear,
la condensacion del niicleo, el recogimiento de cito-
plasma y cuerpos apoptéticos en espacio extracelular
y dentro de células fagociticas (Reyes, 2004). Existen
trabajos que relacionan el efecto pro-apoptético de la
VCR con el cancer mamario (Aoudjit y Vuori, 2001),
el osteosarcoma (Seki ef al., 2000) y otros tumores
humanos o lineas de células tumorales (Belhous-
sine ef al., 1999) como la leucemia infantil, en la
que se describi6 la activacion de las caspasas 9y 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 apoptético (Groninger ef al., 2002).

Recientemente, se ha descrito otra accién antitu-
moral de los agentes antitubulinicos, demostrando
una actividad antivascular ejercida directamente sobre
el endotelio tumoral en proliferacién, ocluyendo o
destruyendo vasos sanguineos pre-existentes (Nat-
sume ef ad., 2003),

MATERIALES Y METODOS

Muestras biologicas:

Se utilizaron biopsias de TVT, de tumores de ubi-
cacion genital de 10 caninos adultos de entre 1 a 10
anos de edad, sin distincién de sexo ni raza, los que
fueron diagnosticados clinicamente, en el Servicio
de Cirugfa de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. Los pacientes
fueron sometidos a quimioterapia, utilizando VCR
(Vineristina Sulfato® Pharmachemie B.D. Holland),
en dosis tinica de 0,03 mg/kg, diluida en agua bides-
tilada, administrada via endovenosa, para inducir
regresion tumoral (Lombardi, 1995).

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, tefidas con colorante Giemsa
durante 10 minutos, lavadas con agua destilada y
secadas al medio ambiente (Duarte, 2002).

Se obtuvieron muestras de tejido neopldsico, me-
diante biopsias de todos los individuos, antes y después
de la quimioterapia, las que se {ijaron en formalina al
10% por 24 hrs (Duarte, 2002). Estas se procesaron
de acuerdo a las técnicas convencionales para tejidos
incluidos en parafina (Lopez et al, 1985), obteniendo

cinco cortes seriados de 5 [im de grosor, con micréto-
mo de rotacién. Los cortes seriados obtenidos, fueron
sometidos a tinciones con Hematoxilina/Eosina,
Papanicolau, PAS y van Gieson.

Analisis morfométrico:

Para comparar el lecho vascular de las muestras en
estudio, se realizo el andlisis morfométrico de eritro-
citos y de vasos sanguineos presentes, en biopsias de
fases progresiva y regresiva del TVT. Se digitalizaron
las imdgenes 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 marco y midio, en
micrémetros cuadrados ([im?), el drea 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 area 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 andlisis
estadistico, la variacién que presentaba el drea 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 Ima-
geProPlus y con ayuda de tincién de Papaniculoau,
en que los eritrocitos se tinen especificamente de
un color anaranjado caracteristico, logrando asi ser
registrados por el software morfométrico.

Por otro lado, como una de estimacion mas direc-
ta del grado de vascularizacion del tejido tumoral,
se estudié 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 lue-
go, la sumatoria de todos los casos, para cada fase
tumoral, con el [in de compararlos mediante analisis
estadistico v 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 qui-
mioterdpico con VCR. Los valores se determinaron
mediante medicion en gm? del drea ocupada por log
vasos sanguineos intratumorales presentes, con ayuda
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del programa morfométrico computacional Image-
ProPlus®. Los vasos sanguineos [ueron previamente
marcados, en forma manual, con ayuda del programa
AdobePhotoShop®.

Finalmente, se obtuvo la sumatoria del mimero
de vasos presentes en cada uno de los cinco campos
en cada uno de los casos, tanto para fase progresiva
como regresiva y se procedi6 a dividir el drea vas-
cular total de cada uno de los casos por el niimero
de vasos sanguineos presentes en los cinco campos
correspondientes, con el fin de estimar si existian
diferencias en el drea ocupada en promedio por los
vasos sanguineos presentes en cada fase de creci-
miento tumoral.

Andlisis estadistico:

Los valores de las sumatorias de las 4reas ocupadas
por eritrocitos y por vasos sanguineos, obtenidas del
andlisis morfométrico, y de los productos de las areas
vasculares por el niimero de vasos presentes, fueron
comparados en relacion a las fases tumorales (pro-
gresivay regresiva), mediante el empleo de pruebas
de # para muestras asociadas, suponiendo varianzas
iguales (Snedecory Cochran, 1980), para determinar
si las diferencias en la estimacion del lecho vacular
eran estadisticamente significativas.

RESULTADOS

Caracteristicas histopatolégicas del lecho
‘ascular del TVT

Previo al tratamiento con VCR, en cortes tefidos
con PAP, H-E, PAS y van Gieson, se observo la
presencia de abundantes vasos sanguineos. Los vasos
sanguineos correspondian, principalmente a vasos
de pequefio y de mediano calibre, nbicados 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
observé 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
tincion PAP, se observaron de diferentes tonalida-
des, desde un color verde azulado claro o rosado.
Iin general, estos vasos se observaron dilatados,
conteniendo una gran cantidad de glébulos rojos en
su interior, que tehian de un color anaranjado con
PAP (Figura 1).

Luego del tratamiento con una dosis de VCR,
los vasos sanguineos predominantes continuaban
siendo de pequeno calibre, pero no se encontraron
distendidos y la presencia de glébulos rojos en su
interior fue escasa (Figura 2). La cantidad de vasos
sanguineos y de eritrocitos presentes en el lecho
vascular, en las muestras posteriores al tratamiento,
fueron notoriamente menores que en las muestras
tomadas previo al tratamiento con VCR (Figura 3).

ANALISIS MORFOMETRICO

Estimacion del grado de vascularizacién

del TVT a través de la deteccién de eritrocitos
Como una estimacién indirecta del grado de
vascularizacion del tejido tumoral, se determiné
el drea 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 regresién mediante Ia 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
para cada fase tumoral, con el fin de compararlos
y estimar la variacion 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 1 se resumen los datos de las suma-
torias de las areas ocupadas por eritrocitos (jlm?)
de cinco campos de 200X, para cada caso de TVT
canino, donde se observa que el promedio total de los
cagos en fase progresiva es significativamenic mayor
(p <0.05), con un valor de 12.062,11 + 10.671.13
[m?* en comparacién con 1,199,87 + 1.850,09 pm?,
obtenido para la fase regresiva.

En la figura 4 se observa que en cada uno de los
diez casos estudiados, las sumatorias de area ocu-
pada 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
6y 10, no se observé la presencia de eritrocitos.

6.2.2. Estimacion del grado de vascularizacién
del TVT a través del area vascular total y el drea
promedio ocupada por los vasos intratumorales

Porotro lado, como una forma més directa de estima-
cion del grado de vascularizacion del tejido tumoral, se
determin el drea total ocupada por vasos sanguineos
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Figura 1, TVT progresivo, tincién Papanicolau, 200X.
Demostracion de vaso sanguineo conteniendo eritrocitos
de color anaranjado.

Figura 2, TVT regresivo, tincién Papanicolau, 200X.
Escasos vasos sanguineos conteniendo eritrocitos.

Diametro

Fase tumoral 00,01-10,00 pm

10,01-20,00 um

20,01-30,00 um 30,01-40,00 um

Progresivo PROM 0,58 0,41 0,06 0,03
DS 0,26 0,21 0,08 0,09
Regresivo PROM 0,72 0,19 0,00 0,00
DS 0,38 0,29 0,00 0.0

FIGURA 3

DISTRIBUCION DE VASOS SANGUINEOS SEGUN DIAMETRO
EN TVT PROGRESIVO Y REGRESIVO
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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 aplicacién 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 en cada
fase tumoral, con el fin de compararlos y estimar la
variacion que presentaba el drea total ocupada por vasos
sanguineos en cada caso, antes y después de instaurada

REGRESIVO

la fase regresiva tumoral mediante el andlisis estadistico
con prueba de ¢, suponiendo varianzas iguales.
EnlaTabla 2 se resumen los datos de las sumatorias
de las dreas ocupadas por los vasos sanguineos intratu-
morales (um?) en cinco campos (200X) para cada caso
de TVT canino, segtin 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 um? en comparacién con un 616,42
+459,71 um? obtenido para la fase regresiva.
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Enlafigura 5 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 intra-
tumorales 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

TABLA1

DISTRIBUCION DE LOS SUMATORIAS
DE LAS AREAS OCUPADAS POR ERITROCITOS
(ym?) EN CINCO CAMPOS DE 200X, PARA PARA
CADA CASO DETVT CANINO, SEGUN FASE
DE CRECIMIENTO TUMORAL

Fase crecimiento tumoral

Caso Progresivo Regresivo
1 8.903,23 1.868,35
2 10.317,44 31570
3 4.831,75 34,40
4 7.109,08 918,10
5 16.304,22 398,16
6 6.48544 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 1.199,87b
DS 10.671,13 1.850,09

ay b representan diferencias significafivas (p <.0.05).

A continuacion, obtuvo la sumatoria del nimero
de vasos presentes en 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 re-
gresiva después del tratamiento con VCR. En la la
tabla 3 se resumen los datos del niimero de vasos
sanguineos, para cada caso de TVT canino, segin
fase de crecimiento tumoral.

Enseguida, con la finalidad de estimar si existian
diferencias asociadas al drea promedio ocupada
por los vasos sanguineos presentes en cada fase
de crecimiento tumoral, se calculd la division del
area vascular total de cada uno de los casos por el
mimero de vasos sanguineos correspondientes, como
se demuestra en la tabla 4. En la tabla 5 se resumen
los datos de los productos obtenidos. En la mayoria
de los casos la divisién obtenida en ambas fases
es significativamente diferente, con excepcion de
los inmdividuos 5 y 7, en que la diferencia tiende
a ser menor. Ademas se observa que, en relacién al
promedio de estos productos, los vasos de la fase
progresiva ocupan, en promedio, un drea mayor,
conun valor de 218.14 +86.35 [tm? en comparacion
conun76.27 £65.01 um? obtenido para los de fase
regresiva, confirmando estadisticamente la existencia
de una diferencia significativa (p < 0.05).

En la figura se observa que, en la mayoria
de los casos estudiados, el producto de las areas
vasculares totales (xm?*) 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.,

FIGURA 4
SUMATORIAS DE LAS AREAS OCUPADAS POR ERITROCITOS (MM?)
EN 5 CAMPOS DE 200X, PARA CADA CASO DE TVT SEGUN FASE
DE CRECIMIENTO TUMORAL
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TABLA2

DISTRIBUCION DE LA SUMATORIA
DE LAS AREAS DE CINCO CAMPOS DE 200X
OCUPADAS POR LOS VASOS SANGUINEOS
INTRATUMORALES (im?), PARA CADA CASO
DE TVT CANINO, SEGUN 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
b} 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 616,420
DS 1.391,80 459,71

ay b representan diferencias significativas (p < 0.05).
DISCUSION

Caracteristicas vasculares y cuantificacién
del lecho vascular del tvt, en fase progresiva
¥y regresiva

El estroma tumoral del TVT en etapa progresiva se
observé muy vascularizado, coincidiendo con los
descrito por Rogers (1997), Gonzalez et al. (2000)

v Tella er al. (2004). Histolégicamente, los vasos
observados correspondian, en su mayoria, a arteriolas
y metarteriolas, lo que se asemeja a lo observado por
Ramos (2004), quién analizo el area endotelial del
TVT mediante técnica inmunohistoquimica, utilizando
como marcador de células endoteliales anticuerpos
contra ¢l factor de von Willebrand.

Luego del tratamiento con una dosis de VCR,
los tipos de vasos sanguineos presentes en él y su

TABLA3
NUMERO TOTAL DE VASOS SANGUINEOS
PRESENTES EN CINCO CAMPOS DE 200X
DETVT CANINO, PARA CADA CASO SEGUN
FASE DE CRECIMIENTO TUMORAL

Fase crecimiento tumoral

Caso Progresivo Regresivo
1 24 8
2 8 2
3 23 12
4 20 14
5 36 8
6 8 13
7 30 7
8 30 12
9 19 13
10 15 0
Promedio 21,30 8,90
SD 9,30 4,84

FIGURA S

SUMATORIAS DE LAS AREAS OCUPADOS POR VASOS S{\.NGUfNEOS INTRATUMORALES ([im?)
EN 5 CAMPOS DE 200X PARA CADA CASO DE TVT, SEGUN FASE DE CRECIMIENTO TUMORAL

8.000,00
7.000,00

6.000,00 %

5.000,00
4.000,00
3.000,00
2.000,00

Micrometros cuadrados

1.000,00
0,00
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TABLA 4
DIVISION DEL AREA VASCULAR TOTAL DE CADA CASO POR EL NUMERO DE VASOS SANGUINEOS
PRESENTE EN LOS CINCO CAMPOS CORRESPONDIENTES
Fase Progresiva Fase Regresiva

Caso Area Total Vasos Producto Area Total Vasos Producto
1 4.355,90 24 181.50 332,59 8 41.587
2 3259732 8 412.17 372,01 2 186.01
3 4.593,75 23 199.73 178,66 12 14.88
4 3.712,78 20 185.64 448,38 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 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

TABLA 5
DISTRIBUCION DE LOS PRODUCTOS
DE LAS AREAS VASCULARES TOTALES (m?
POR EL NUMERO DE VASOS SANGUINEOS
INTRATUMORALES, PARA CADA CASO
DE TVT CANINO, SEGUN FASE
DE CRECIMIENTO TUMORAL

Fase crecimiento tumoral

Caso Frogresivo Regresivo
1 181.50 41.57
2 412.17 186.01
3 199.73 14.88
4 185.64 32.03
5 201.93 188.1
6 249.13 51.62
7 93.61 82.02
8 141.8 81.89
9 23572 84.61
10 280.16 0
Promedio 218.14a 76.27b
DS 86.35 65.01

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

distribucién fueron histolégicamente similares a lo
observado previo al tratamiento, aunque estos no se
encontraban distendidos y la presencia de glébulos
rojos en su interior fue escasa, coincidiendo con lo
observado por Ramos (2004) y Jana (2005), que
registraron, mediante técnicas inmunohistoquimicas,
una disminucion del area endotelial en muestras de
TVT canino en fase regresiva. Iistas caracteristicas
fueron concordantes con el estudio morfométrico del
lecho vascular realizado en base a la presencia de

eritrocitos en el estroma tumoral de los mismos casos,
con tincién Papanicolau. En esta medicién, la dismi-
nucién del drea ocupada por elementos eritrocitarios,
fue estadisticamente significativa (p < 0.05).

La falta de dilatacion demostrada por los vasos
sanguineos podria estar asociada al colapso del pa-
rénquima 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
lumen de los vasos presentes, colapsiandolos, lo que;
esto ademas podria explicar en parte la disminucién
de glébulos rojos presentes en los cortes regresivos,
pues el colapso de los vasos dificultaria la irrigacion
sanguinea de la masa tumoral.

FIGURA 6

PRODUCTOS DE LAS AREAS VASCULARES

TOTALES (ym? POR EL NUMERO DE VASOS
SANGUINEOS INTRATUMORALES,

PARA CADA CASO DE TVT CANINO, SEGUN

FASE DE CRECIMIENTO TUMORAL
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Por otro lado, el efecto del tratamiento con VCR
también podria estar relacionado con la disminu-
cion 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 [in de suplementar los
altos requerimientos metabdlicos que exiben las
células neoplasicas (Folkman y Shin, 1992). Asi,
en los estudios realizados por Ramos (2004) y Jana
(2005) con Dexametasona, ésta se describe como
un agente antiangiogénico que afecta directamente
la formacion de nueva vasculatura tumoral, a través
de la inhibicién de la angiogénesis tumoral (Folkman
¢ Ingber, 1987) y del efecto pro-apoptético de la
dexametasona sobre las células endoteliales (Lansink
et al., 1998), 1o 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 antitubulini-
cos, mediante el cual estas drogas se unirfan a los
microtiibulos de las células endoteliales tumorales
en proliferacion, en forma selectiva, deteniendo el
ciclo celular y promoviendo la apoptosis (Hayot et
al., 2002; Thorpe et al., 2003; Bayless y Davis, 2004).
Ista selectividad se deberia a que generalmente, las
células que conforman los vasos sanguineos del resto
del organismo permanccen quinescientes (detenidos
en fase GGO) y por lo tanto, no se dividen (Friedlander,
1995; Strauss, 2001).

Por otra parte, el efecto pro-apoptético de la VCR
sobre las células tumorales, descrito por Reyes (2004),
también impediria la produccién de importantes fac-
lores pro-angioénicos tumorales, como el factor de
transcripcién indudible por hipoxia (HIF-1) (Wang
et al., 1995; Strauss, 2001) y el VEGF (Dong et al.,
2004), bloqueando asi el desarrollo de angiogéne-
sis tumoral, como ha sido expuesto por Hanahan y
Folkman (1996) y Jung et al. (2002).

En la fase regresiva del TVT inducida por trata-
miento con VCR los vasos predominantes detectados
mediante las técnicas de tincién histolégicas ocupadas
(Pap, H-E, vG y PAS), fueron principalmente de
pequefio calibre, mientras que el nimero de vasos
sanguineos y el lecho vascular fueron notoriamente
menores que en las muestras tomadas previo al
tratamiento.

Para evaluar en forma mas directa el efecto anti-
vascular postulado para VCR se midié morfométri-
camente el drea ocupada por los vasos sanguineos
del TVT, confirmando que existia una disminucion
estadisticamente significativa (p < 0.05), asociada a la

fase regresiva turmoral inducida por el tratamiento con
VCR. Esto, concuerda con el aspecto macroscopico
que presentaron los tumores terminado el tratamiento,
los que se observaron mas palidos y menos hemo-
rragicos que al inicio del tratamiento.

Al estudiar el tipo de vasos sanguineos presen-
tes en las diferentes fases tumorales se observé un
predominio de vasos de menor tamafio en la fase
regresiva. Esto no coincide con lo esperado para el
efecto antivascular y antiangiogénico descrito para la
VCR, debido a que la accidn de las drogas antitubu-
linicas 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 poblacién de vasos
sanguineos mas maduros que son menos susceptibles
al efecto antimitético de las drogas antimicrotubulares
(Hadfield et al., 2003). Ademis el bloqueo indirecto
de la angiogénesis promovido por la destruccion
las células tumorales (Hanahan y Folkman, 1996),
también se fomentaria una disminucién del recuento
de vasos de pequefio calibre, contrario a lo detectado
en el estudio morfométrico.

Esta discrepancia tal vez podria ser atribuida a
que al no existir capilares ni neovasculatura para
transportar el lecho vascular hacia el tumor, los vasos
de mayor tamafio podrian estar colapsados, por lo
que no habrian sido evaluados mediante las técnicas
empleadas. Por otra parte, los vasos observados
en los cortes histopatologicos de TVT regresivo
podrian corresponder a vasos extratumorales pro-
venientes de tejidos del huésped. Tras el colapso
del parénquima tumoral descrito por Mukaratirwa
y Gruys (2004) para la [ase regresiva, se produciria
una retraccion de la masa tumoral, lo que podria
promover la combinacidn de tejidos tumorales y del
hospedero, generando la aparicidn de vasos sangui-
neos 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 infiltracién leucocitaria.

El analisis morfométrico se basé en la deteccion
de vasos de lumen expandido y la presencia de eri-
trocitos dentro de ellos, por lo tanto no era posible
detectar brotes endoteliales asociados a angiogénesis
tumoral. Las técnicas ocupadas en este trabajo no son
especificas para la deteccién de endotelio vascular,
lo cual es posible a través del empleo de técnicas
inmunohistoquimicas que detecten moléculas de
expresion endotelial como el factor de vonWillebrand
0 CD31 (Weidner et al., 1992; Obermair et al., 1996).
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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 estas técnicas.
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