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SUMMARY

The canine venereal transmissible tumor (TVT) is a non differentiated round cell neoplasm frequen-
tly described on mucous membranes, specially of genital organs. The allotransplantability of this tu-
mor has drawn the attention of researchers interested in transplant rejection mechanisms and immune
response. The cytology of this tumor is similar in some aspects to that of lymphocytes and macropha-
ges, in fact it was formerly known as venereal lymphosarcoma or Sticker’s sarcoma. More recently,
immunophenotipic markers of histiocitic origin have been detected on TVT cells. However, these stu-
dies are not conclusive due to the fact that the tumor is normally infiltrated by numerous leucocyte
cells, including histiocytes from the host that are not easily distinguished from tumor cells. In this work
it is proposed that TVT cells can be separated, in tumor cell suspensions, from leucocytes in a density
gradient. The results show that TVT cells can not only be separated from most leucocytes in a polysu-
crose and sodium diatrizoate gradient, but also that it is posible to improve the percentage of viability,
possibly as damaged cells are easily destroyed by osmotic changes.
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INTRODUCCION

El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) del ca-
nino es una neoplasia de células redondas indife-
renciadas, que se ubica sobre membranas mucosas,
especialmente de érganos genitales (Vermooten,
1987; Rogers, 1997). Se caracteriza por ser alotrans-
plantable en forma natural (Feldman, 1987), lo que
ha motivado la atenci6n de los investigadores, quie-
nes lo han considerado un modelo interesante para
estudiar mecanismos de transplantabilidad y res-
puesta inmune (Alberts y cols., 1994).

A pesar de que se han publicado trabajos sobre
inmunobiologia (Gonzélez y cols., 2000), andlisis
de cromosomas (Idown, 1984) e inmunofenotipo
(Marchal y cols., 1996), atin no se ha logrado esta-
blecer con certeza el origen histogénico de este tu-
mor ni aclarar los mecanismos con que cuenta para
evadir la respuesta inmune y posterior rechazo en
su presentacion espontanea.

En las investigaciones de inmunofenotipo se han
detectado moléculas marcadoras de estos tumores,
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pero no esta claro si estas moléculas son expresa-
das por subpoblaciones de células tumorales o mas
bien por leucocitos mononucleares del hospedador
infiltrativos en el tumor (Marchal y cols., 1996).

Es necesario considerar que la morfologia de es-
tas células tumorales es similar en algunos aspectos
a linfocitos (Maxey, 1996), por esto, antiguamente
se le conocia como linfosarcoma venéreo, sarcoma
de Sticker o granuloma venéreo (Booth, 1994). Otros
autores lo denominaron histiosarcoma por asimilar-
se a histiocitos (Bloom y cols, 1951). Algunos de
esos estudios no han sido suficientemente concluyen-
tes (Woimant y Chaffaux, 1977), en parte, por el he-
cho de no contar con un sistema adecuado para la
separacion de estas células tumorales.

La fraccion de leucocitos mononucleares puede
ser separada de leucocitos polimorfos nucleares y
eritrocitos en gradiente de densidad por poseer dis-
tinta densidad y tamafio (Boyum, 1968). Por lo tan-
to, es esperable que las células del TVT sean,
también, susceptibles a ser separadas por centrifu-
gacidn en gradiente de acuerdo a las caracteristicas
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ya nombradas, con la finalidad de obtener una po-
blacion celular mas homogénea.

La posibilidad de contar con un sistema confia-
ble, que permita obtener células purificadas viables
del tumor, facilitaria obtener sistemas mds aptos
para el cultivo celular.

Por otra parte, la menor resistencia que presen-
tan las células no viables frente a cambios osmoti-
cos permitiria, ademds, obtener una poblacion
celular de mayor viabilidad.

Estudios previos han usado métodos de disocia-
cién enzimdticos con tripsina y colagenasa (Oka-
moto y cols., 1996), que tienen como desventajas
no sélo el obtener una suspensién celular heterogé-
nea, sino también entregar baja viabilidad celular
y alterar la estructura antigénica.

Considerando las caracteristicas citologicas e
histopatoldgicas, es esperable que las células del
TVT, al igual que leucocitos mononucleares, pue-
dan ser separados de eritrocitos y leucocitos poli-
morfos nucleares al someterlos a una gradiente de
centrifugacion.

Estudios previos de TVT, cuya finalidad era re-
colectar células tumorales viables, han utilizado mé-
todos quimicos usando tripsina y colagenasa y
agentes quelantes de calcio (EDTA) o mecanicos
como desmenuzar el tumor (Okamoto y cols.,
1996). Tales métodos, sin embargo, tienen algunas
desventajas incluyendo error en la homogeneidad
celular, baja viabilidad celular, manipulacién com-
pleja. Okamoto y cols., en el afio 1996 realizaron
un trabajo de aislamiento de células de TVT basan-
dose en el método de centrifugacién en gradiente
de densidad, para aislamiento de células de TVT,
después de desmenuzar el tumor, logrando as{ obte-
ner células neopldsicas viables. Sin embargo, no se
han realizado investigaciones para determinar cudl es
la densidad 6ptima de la solucién para obtener los
mejores registros de aislamiento, pureza y rendi-
miento de estas células tumorales y tampoco se han
utilizado tumores espontdneos ni regresivos.

Con la finalidad de determinar la mejor densidad
de separacion de células de TVT que entregue la ma-
yor pureza, viabilidad y rendimiento celular, se uti-
liz6 el método de aislamiento de células de TVT
mediante gradiente de centrifugacién de densidad,
utilizando diferentes densidades. Se realizé la sepa-
racion de células del TVT mediante disociacién me-
cénica y posterior centrifugacién en gradiente de
densidad conteniendo polisucrosa y diatrizoato de
sodio, utilizando TVT espontineo y regresivo a di-
ferencia de estudios anteriores.

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Animales:

Se utilizaron 10 caninos adultos (sexualmente
maduros), sin distincién de sexo ni raza, que pre-
sentaron TVT espontdneo de ubicacién genital, en
fase progresiva y regresiva, el cual fue diagnosti-
cado en el Servicio de Cirugia y confirmado a tra-
vés de examen citolégico e histopatoldgico, en el
laboratorio del Servicio de Anatomia Patolégica de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile. :

Se entenderd por TVT en fase progresiva al tu-
mor que se encuentra en crecimiento, sin tratamien-
to quimioterdpico previo y que cumpla con los
criterios citolégicos para esta etapa (Lombardi,
1995). Por el contrario, la fase regresiva serd la eta-
pa posterior a 7 dias de aplicada la primera quimio-
terapia con vincristina (Pérez y cols., 1978).

Tratamiento:

Los pacientes fueron tratados cada 7 dias en el
Servicio de Cirugfa con sulfato de vincristina en do-
sis de 0,03 mg/kg, administrado via endovenosa,
hasta el séptimo dia en que se obtuvo la biopsia del
tumor regresivo.

Obtencién de la muestra:
De cada paciente se extrajeron dos muestras de

tejido tumoral:

1° En fase progresiva, luego de la inspeccién cli-
nica y antes de iniciar el tratamiento quimiote-
rapéutico.

2° En fase regresiva se obtuvo al séptimo dia de
realizada la primera sesién de quimioterapia.

MEFETODO

Toma de muestra:

Se extrajeron muestras de tejido tumoral de
aproximadamente 1 cm’en ambas fases, las cuales
se trasladaron en medio de cultivo RPMI 1640 (H
y QR) al laboratorio del Servicio de Anatomia Pa-
tolégica, lugar donde se realizé el diagndstico histo-
patolégico a través de un examen citoldgico vy,
posteriormente, el procesamiento de las muestras.

Examen citolégico:

Los frotis fueron tefiidos con Giemsa de acuer-
do a la metodologia convencional (Lépez y col.,
1982) para confirmar el diagnéstico de TVT.
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Obtencion de las distintas densidades
de la gradiente de centrifugacion:

Se utilizaron cuatro gradientes de densidad dis-
tinta: 1.077, 1.060, 1.040, 1.020; para obtener las
tres tltimas se utilizo la siguiente férmula:

1,077 A + 100 — A = D requerida

Donde:
A = Volumen de Histopaque® —1077 que se ne-
cesita para realizar la dilucién.

Se obtuvieron tres diluciones, las cuales tenian
la siguiente densidad.
Los volimenes requeridos fueron:

Densidad de 1,06 g/ml = 7,8 ml de Histopaque®
-1077 con 2,2 ml de agua destilada

Densidad de 1,04 g/ml = 5,2 ml de HistopaqueF®
—1077 con 4,8 ml de agua destilada

Densidad de 1,02 g/ml = 2,6 ml de Histopaque®
—1077 con 7,4 ml de agua destilada

Purificacién:

1. Las muestras obtenidas fueron pesadas y mace-
radas en medio de cultivo RPMI 1640. El ma-
cerado fue puesto en un tubo centrifugo con 50
ml del medio, se dej6 decantar por cinco minu-
tos para luego extraer el sobrenadante.

2. El sobrenadante se centrifugd a 8 x g por 5 mi-
nutos a 18°C.

3. El pellet que se obtuvo se resuspendié en 10 ml
de medio de cultivo RPMI 1640.

4. Se determind viabilidad y concentracién celular
pregradiente de densidad, en camara de Neu-
bauer, utilizando azul tripn al 2%.

5. La suspensién celular, obtenida en el punto 3, fue
fraccionada en volimenes iguales de Histopa-
que® —1077 en las cuatro densidades preestable-
cidas, mediante centrifugacién a 4 x g por 30
minutos a 18°C.

6. Las células tumorales fueron recuperadas de la
interfase obtenida en cada una de las gradientes
de densidad.

7. La interfase fue lavada con medio de cultivo me-
diante centrifugacién a 10 x g por 5 minutos a 18°C.

8. Se determind viabilidad y concentracién celular
postgradiente de densidad, en cdmara de Neu-
bauer con azul tripan al 2%.

Frotis:

Se obtuvieron concentraciones celulares ajustadas
a 1 x 10° ml de cada diluci6n utilizada en ambas fases
para realizar frotis en citocentrifuga Eppendorff a 1000
r.p.m. por cinco minutos a temperatura ambiente.

Andlisis de resultados:

Se hizo un andlisis cuantitativo de todas las
muestras.

El recuento celular, para cada dilucién utilizada,
se realizé en un microscopio 6ptico marca Nikon
modelo Eclipse A 600, 400x, en cinco campos, y
se obtuvo el porcentaje promedio.

Los porcentajes fueron transformados a niimeros
absolutos mediante transformacién del arcoseno.

Los datos obtenidos antes y después del trata-
miento fueron analizados mediante anilisis de va-
rianza de dos criterios.

RESULTADOS

1. Viabilidad celular: En ambas fases tumora-
les se observa que los mayores porcentajes corres-
pondieron a la postgradiente, siendo la densidad
1.02 la que muestra mayor diferencia entre las fa-
ses tumorales, y la densidad 1.077 la que dio los
valores mas similares (Fig. 1).

2. Rendimiento celular: En ambas fases tumo-
rales se aprecia que los valores mds altos se obtie-
nen durante la progresion del tumor. Se observa que,
a medida que disminuye la densidad de gradiente,
se produce una disminucién considerable del ren-
dimiento celular en 1a fase regresiva (Fig. 2).

3. Grado de purificacion de células de TVT:

3.1. Fase progresiva: En la Fig. 3 se observa el
porcentaje promedio de las células de TVT y los pro-
medios de leucocitos presentes en las 10 suspensio-
nes celulares de TVT en fase progresiva. Se destaca
que en la pregradiente hay un mayor porcentaje de
infiltracién leucocitaria (38.4%), siguiendo en orden
decreciente las densidades 1.06 con 15.0% de leu-
cocitos, densidad 1.077 un 23.6%, la gradiente 1.04
un 11.9% y la densidad 1.02 un 2.5% de leucocitos.

Los linfocitos fueron los més abundantes, alcan-
zando un 15.4% en la pregradiente y en las densi-
dades 1.077, 1.06, 1.04 y 1.02 se obtiene un 11.6%,
14.3%, 9.2% y 6.55%, respectivamente. Los poli-
morfos nucleares neutréfilos (PNN), monocitos-ma-
crofagos (MyM) y eosinéfilos, registraron valores
mas bajos (Fig. 4).

En Fig. 7 se observa, a nivel citolégico, que en fase
progresiva pregradiente (7a) existe una poblacién he-
terogénea de células, incluyendo células tumorales y
células leucocitarias infiltrativas con predominio de
linfocitos y (PMN) neutréfilos. Postgradiente con den-
sidad 1.077 (7b) se observa un claro predominio de
células tumorales con algunos linfocitos remanentes.

3.2. Fase regresiva: se puede destacar la dife-
rencia que se obtiene al comparar el nimero de
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FIG. 1
PORCENTAIE (%) DE VIABILIDAD CELULAR DE
SUSPENSIONES DE TVT EN FASE PROGRESIVA
Y REGRESIVA PRE Y POSTGRADIENTE CELULAR
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FIG. 3
DISTRIBUCION PORCENTUAL DE CELULAS
DE TVT Y LEUCOCITOS EN SUSPENSIONES DE TVT
PROGRESIVO PRE Y POSTGRADIENTE
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células de TVT v/s leucocitos, donde el mayor por-
centaje de estos dltimos se alcanz6 durante la pre-
gradiente (38.4%). En la postgradiente la media
més alta fue en la densidad 1.077 (23.6%), y la
menor 2.5% en la densidad 1.02 (Fig. 5).

Las células que siempre estuvieron presentes
fueron los linfocitos, los que se encontraron en ma-

FiG. 4
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FIG. 5
DISTRIBUCION DE CELULAS DETVT
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yor porcentaje en la pregradiente (22%). En la post-
gradiente, el mayor valor fue de 21.4% en la den-
sidad 1.077 y el menor registro fue 2.5% en la
densidad 1.02 (Fig. 6).

En Fig. 8 se observa, a nivel citolégico, que en
fase regresiva pregradiente (8a) se observan célu-
las tumorales y abundantes células leucocitarias
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Fig. 7a. Frotis de TVT en fase progresiva pre gradiente.
Se observa células tumorales y leucocitarias, con predo-
minio de PMN neutréfilos 400x. Giemsa.

Fig. 8a. Frotis de TVT en fase regresiva pre gradiente.
Se observa células tumorales y numerosos linfocitos
400x. Giemsa.

infiltrativas con predominio de linfocitos. En post-
gradiente con densidad 1.077 (8b) se observa un
claro predominio de células tumorales.

FASE PROGRESIVA'Y REGRESIVA
POSTGRADIENTE

Mejor rendimiento celular lo arroja la densidad
1.077. Mejor viabilidad celular, densidad 1.04 y
1.077. Mejor grado de purificacién de células de
TVT, densidad 1.04 y 1.077.

DISCUSION

Todas las muestras obtenidas de distintos casos
clinicos de TVT progresivo presentaron infiltracién
con leucocitos, fibroblastos, eritrocitos y contami-
nacién con bacterias, tanto pre como postgradien-
te, lo que concuerda con los resultados obtenidos
por Okamoto y cols., en 1996.

Fig. 7b. Frotis de TVT en fase progresiva post gradien-
te, densidad 1.077. Se observa principalmente células tu-
morales y escasos linfocitos remanentes 400x. Giemsa.

Fig. 8b. Frotis de TVT en fase regresiva post gradiente,
densidad 1.077. Se observa solamente c€lulas tumorales
400x. Giemsa.

El aumento considerable de células leucocitarias,
especialmente linfocitos, durante la fase regresiva del
tumor, podria estar relacionado con la respuesta in-
mune generada por el individuo después de realiza-
do el tratamiento quimioterapico. Este aumento se
aprecid tanto en la pregradiente como en las distin-
tas densidades utilizadas. La presencia de neutr6fi-
los, macréfagos y eosindfilos podria ser atribuida a
una respuesta inespecifica ante la neoplasia o a la
contaminacion bacteriana, esto concuerda con lo des-
crito por Hill y cols, 1984, y Oltra, 1999.

El proceso de centrifugacion permite separar cé-
lulas muertas y detritus aumentando el porcentaje
de viabilidad; este aumento observado durante la
postgradiente, usando la densidad 1.04, se deberia
a que en la interfase se obtienen sélo células vivas,
ya que las muertas al sufrir cambios osméticos pre-
cipitarfan con mayor facilidad, por lo que se corro-
boran los resultados obtenidos en 1996 por
Okamoto y cols., quienes indican las ventajas de uti-
lizar 1a técnica de centrifugacién en gradiente de
densidad.
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La disminucidn significativa del nimero de cé-
lulas observadas en las densidades 1.04 y 1.02 po-
dria ser consecuencia de un efecto fisico de la
gradiente sobre las células, ya que al ser tan bajas
estas densidades todas las células precipitarian, de-
bido a que no se formaria una interfase, lo que con-
cuerda con lo planteado por Alberts y cols., en 1994.

El mejor grado de purificacién de células de
TVT se alcanz6 al utilizar la gradiente de densidad
1.04, siguiendo luego la densidad 1.077. Estas den-
sidades serfan las més adecuadas para realizar cul-
tivos o estudiar morfologia celular. Un menor grado
de pureza se obtuvo con la gradiente 1.02, lo cual
podria deberse principalmente a que con esta den-
sidad se obtiene un bajo rendimiento celular debi-
do a que no se forma una interfase, por lo que no
se estarian recuperando células tumorales. Estos re-
sultados no concuerdan con lo descrito por Okamo-
to y cols. (1996), quienes en su trabajo obtuvieron
un 99% de pureza independiente de la densidad de
gradiente utilizada, lo cual podria explicarse por los
distintos componentes de la gradiente utilizados por
estos investigadores.

El mayor rendimiento celular de suspensiones de
TVT sometidos a gradiente de centrifugacién en
este estudio se alcanzé al utilizar la gradiente de
densidad 1.077. Se debe destacar que no hay pu-
blicaciones de TVT regresivo sometido a gradiente
de centrifugacion.

El1 TVT es un tumor muy celular con escaso es-
troma y sus células no presentan uniones entre si.
Estas caracteristicas permiten obtener una fraccion
de células de TVT mds pura, eliminando células
leucocitarias infiltrativas, lo que favorece el estu-
dio de su morfologia, comportamiento y caracte-
risticas. Méas atn, en este estudio se observé que
la utilizacién de gradientes de densidad no sélo
permite separar células de TVT, sino también au-
mentar el porcentaje de viabilidad de estas sus-
pensiones al lisar y eliminar células muertas o
dafiadas; sin embargo, esto puede conllevar a una
reduccién importante en el nimero final de célu-
las a obtener.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que las densidades a utilizar
para obtener un buen rendimiento celular de suspen-
siones de TVT serian las densidades 1.077 y 1.06,
tanto en fase progresiva como regresiva del tumor.
Las densidades 1.04 y 1.06 serian las mejores gra-
dientes en la etapa progresiva del tumor y de la fase
regresiva, las densidades 1.077 y 1.06.
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