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EFFECT OF VINCRISTINE CHEMOTHERAPY
ON LOCAL LEUKOCYTE RESPONSE TO
CANINE TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR.

SUMMARY

Aspects of the immune response against transmissible venereal tumor (TVT) before and after
chemotherapy were studied in 19 dogs with spontaneous TVT, treated with vincristine (0,03 mg/kg
i.v. weekly). These animals had hematological tests after every session of chemotherapy. Cytology
and histopathology evaluated the proportions of infiltrate leukocytes.

In cytological smears and histopathological sections the main infiltrative leukocytes were
Iymphocytes, 7% and 8,7% respectively, and these proportions increased significantly to 33,66% y
27,00% (p < 0,01) when the percentage of tumor regression reached 50%, and 35,57% and 41,28%
(p < 0,05) when the percentage of tumor regression reached beyond 50%. No significant differences
were found in percentage of infiltrative PMNeutrophils among treated and nontreated groups. Plas-
ma cells were not a frequent finding.
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del grupo denominado “tumores de células
redondas” . (Meyer y Franks, 1986)

INTRODUCCION

El tumor venéreo transmisible (TVT),

también conocido como sarcoma de Sticker o
tumor de Sticker, junto con los mastocitomas,
los histiocitomas y los linfosarcomas forma parte
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EITVT se desarrolla por transplante de células
tumorales y se ubica, de preferencia, en érganos
genitales en animales de ambos sexos. También,
suele implantarse en sitios susceptibles como
mucosas con abrasiones y, ocasionalmente, en
heridas cutdneas (Calvert y col., 1982)

En el TVT espontdneo en fase progresiva de
crecimiento tumoral, se establece una respuesta
leucocitaria ya que, en el estroma tumoral, se
ha observado la presencia de abundantes vasos
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sanguineos (Oduye y col., 1973; Yang y Jones,
1973), los que a menudo estdn rodeados de
linfocitos y células plasmadticas diseminadas
(Oduye y col., 1973; McEnyee y Nielsen, 1976;
Ivoghli, 1977) y ocasionalmente macréfagos y
polimorfonucleares neutréfilos (Hall y col.,
1976; Otomo y col, 1981)

En improntas de TVT, en fase regresiva
inducida por tratamiento quimioterapeutico, se
ha descrito un incremento de esos elementos
celulares (con excepcidn de los eosinéfilos) y
una disminucidn de las células tumorales, las que
a menudo muestran marcada vacuolizacién,
como consecuencia de degeneracién celular.

El tratamiento quimioterapéutico de TVT con
sulfato de la vincristina conduce, en un alto
porcentaje, a remisién total de la neoplasia. Esta
droga es un alcaloide obtenido de la planta Vinca
rosea que actia a nivel de la fase M del ciclo
celular bloqueando, especificamente, la sintesis
de tubulina, impidiendo asf, la formacién del
huso mitético (Adams y col., 1981) y por
consiguiente, la proliferacién celular.

El interés de este trabajo fue caracterizar el
comportamiento de la respuesta leucocitaria
intraneopldsica durante la regresién tumoral
inducida con Vincristina y establecer si el
cardcter de esta respuesta es predominantemente
de tipo inflamatorio inespecifico o de base
inmune.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 10 hembras y 9 machos caninos,
sexualmente maduros, de diferente edad y raza.
En todos ellos, se diagnosticé clinicamente la
ocurrencia natural de TVT s6lo en genitales. A
todos los pacientes se les administré sulfato de
vincristina (Vincristina SulfatoR Pharmachemie
B.V. Holland) por via intravenosa, cada 7 dias,
de 0,03 mg/m2, diluida en agua bidestilada,
hasta lograr la regresién completa del tumor.

De todos los pacientes se obtuvieron muestras
para confirmar el diagnéstico y evaluar el
comportamiento de las células tumorales e
infiltrativas, mediante citologia e histopatologia,
antes y después de someterlos a quimioterapia.
Para el examen citolégico, los frotis fueron
fijados en metanol y tefiidos con Giemsa
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(Gonzdlez y col., 1984). Las biopsias tumorales
se fijaron en solucién de formaldehido al 10%,
durante 24 a 72 horas y se incluyeron en parafina,
de acuerdo a las técnicas histolégicas con-
vencionales; se obtuvieron cortes de Sum de
grosor y se tifieron con hematoxilina y eosina
(H-E) (Lopéz y col., 1980).

En cada muestra citoldgica e histopatolégica
se realizé un recuento de 500 células totales y se
obtuvo la relacién porcentual entre las células
de TVT y las infitrativas, a las que también se
les hizo un recuento diferencial.

Se efectué un seguimiento clinico de hasta 6
meses verificando, que el paciente no presentd
recidivas. Los resultados obtenidos se procesaron
estadisticamente en el programa computacional
Epinfo versién 5,0 utilizando el método no
paramétrico de Wilcoxon de rangos pareados y
prueba de Z. (Melgar, 1980).

RESULTADOS

La regresién tumoral, en la mayoria de los
pacientes, fue total a los 21 dias post-qui-
mioterapia. El nimero de dosificaciones
promedio, con vincristina, hasta obtener la
reduccién tumoral completa fue de 3,2 con
rangos de 2 a 6 tratamientos.

Los caninos, en su mayorfa, manifestaron
neutropenia marcada luego de la primera y
segunda terapia y sélo dos caninos expe-
rimentaron vémitos. En las dreas corres-
pondientes a la lesién tumoral se observaron
zonas cicatriciales de color gris-parduzco.

Citologia

En todos los frotis de TVT progresivo, previo
al tratamiento quimioterapéutico, se observé la
presencia de numerosas células neoplasicas
exfoliadas individualmente, de tamafio variable,
forma redondeada u ovalada, con escaso
citoplasma vacuolado y mal definido, destacan
grandes nicleos redondos de cromatina laxa con
nucléolos centrales prominentes, presencia
variable de mitosis. l.a mayoria de las pre-
paraciones presenté fondo hemorrdgico e
infiltracién leucocitaria (Fig. 1).

En las improntas con remisién tumoral, se
constatd la presencia de muchas células



Figura 1.

Frotis de tumor en fase progresiva, previo tratamiento, mostrando numerosas célu-
las de TVT(A) y algunos leucocitos, especialmente linfocitos (B) y PMNneutréfilos
(C). Giemsa. 400X.

Figure 1.
Progressive growth tumor smear showing several TVT cells (A) and some
leucocytes, especially lymphocytes (B) and neutrophils (C). Giemsa stain. 400X.

Figura 2.

Frotis de tumor en fase regresiva pos quimiterapia mostrando células de TVT (A)
en proceso degenerativo con marcada vacuolizacion y numerosos leucocitos, espe-
cialmente linfocitos (B) y escasos PMNneutréfilos (C). Giemsa. 400X.

Figura 2.

Regressive growth tumor smear showing TVT cells (A) in degenerative stage with
marked cytoplasm vacuolization. Predominance of lymphocytes (B) and presence
of few neutrophils (C). Giemsa stain. 400X.
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Figura 3.

Cortes histoldgicos de TVT en estado progresivo, sin quimioterapia. Presencia de
células tumorales rodeadas por finos haces de coldgeno (flecha), escasa infiltra-
cién leucocitaria Tincién H&E. (200 X)

Figure 3.

Tissue sections of TVT in progressive growth before chemotherapy. Presence of
tumor cells sorrounded by thin collagen bundles (arrow) and scarce leucocyte
infiltration. H&E stain. (200 X)

Figura 4.

Cortes histoldgicos de TVT en regresién mayor del 50% por efecto de quimiotera-
pia. Marcado aumento de células linfocitarias infiltrativas (flecha). Tincién H. & E.
200X.

Figure 4.
Tissue sections of TVT in regressive growth (>50%) after chemotherapy. Marked
increase of infiltrative lymphocytes (arrow). H&E stain. (200 X)



DISTRIBUCION PORCENTUAL DE CELULAS TUMORALES Y LEUCOCITARIAS
INFILTRATIVAS EN IMPRONTAS DE TUMOR VENEREO TRANSMISIBLE
ANTES Y DESPUES DE QUIMIOTERAPIA

DISTRIBUTION OF TUMORAL AND INFILTRATIVE LEUCOCYTES
CELLS IN TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR
BEFORE AND AFTER CHEMOTHERAPY

% DE CELULAS EN FASE REGRESIVAJ

n = nOmero de animales

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE CELULAS TUMORALES Y LEUCOCITARIA
INFILTRATIVAS EN CORTES HISTOLOGICOS DE TUMOR VENEREO
TRANSMISIBLE ANTES Y DESPUES DE QUIMIOTERAPIA

TISSUE SECTIONS BEFORE AND AFTER CHEMOTHERAPY

DISTRIBUTION OF TUMORAL AND INFILTRATIVE
LEUCOCYTES CELLS IN TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR

o,
TIPOS % DE CELULAS % DE CELULAS EN FASE REGRESIVA
CELULARES EN FAS
PROGRESIVA hasta 50% mayor 50%

avsbZ<0,01
TUMORAL 777+ 64 (a)* | 590+ 6,4(b) 33,1+1400 avscZ<0,01"
bvscZ<0,05

avsbZ<0,01

LINFOCITOS | 8,7+ 2,8 (a) 270+ 7,0(b) 41,3£19,9 (b) bvsbZ>0,05
NEUTROFILOS | 13,5+ 57 (a) | 13,0+ 5,4(a) 24,7+12,4{a) |avsaZ>0,05

n 19 19 7

n = nimero de animales

*= lefras distintas indican diferencia estadistica significativa

TIPOS % DE CELULAS
CELULARES EN FAS
PROGRESIVA hasta 50% mayor 50%
1
avsbp<0,01
TUMORAL 74,7 15,6 ()| 51,7+221(b) 37,0+28,3® avscp<0,01
bvscp<0,05
avsbp<0,01
LINFOCITOS 70+ 47 (a) 33,7+ 23,8(b) 356+238(b) bvsbp>0,05
NEUTROFILOS | 18,3+ 16,0(a)| 14,5+£20,0(a) 26,6+ 22,5 [a) avsap>0,05
n 19 19 7
_
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tumorales con cambios degenerativos de leves a
severos, de formas irregulares, tumefaccién,
ntcleos vesiculosos con nucléolos prominentes
y abundante citoplasma intensamente vacuolado.
La infiltracién leucocitaria fue mas marcada que
1a observada en la fase progresiva (Fig. 2).

Como se observa en la Tabla 1, el recuento
de células tumorales en las preparaciones
citolégicas antes de la quimioterapia, fue de
74,7% en promedio, valor que disminuyd
significativamente después del tratamiento (p <
0,01). En improntas de tumores, cuya regresion
alcanzé hasta un 50 de reduccion, el porcentaje
de células neoplésicas, fue de 51,7% vy, en
aquellas en que la regresion super6 el 50%, fue
de 37,0%, siendo esta diferencia significativa
(p < 0,05).

Al comparar los porcentajes de linfocitos
de las muestras de TVT antes y después del
tratamiento, se pudo constatar que estas células
aumentaron significativas (p < 0,01) después de
la regresién, inducida por quimioterapia. Sin
embargo, no hubo diferencias (p > 0,05) entre
los dos grupos de remisién. (Cuadro 1).

Los porcentajes de polimorfonucleares
neutréfilos, en las improntas, correspondieron al
18,3%, 14,5% y 26,6%, para las perros con TVT
antes de la quimioterapia, con una regresién hasta
del 50% y con regresién de la masa tumoral
mayor del 50%, respectivamente, cCOmo se ve en
la Tabla 1. Estadisticamente todos los grupos
fueron iguales.

Histopatologia:

Las preparaciones histopatoldgicas, de
tumores sin tratamiento, revelaron la presencia
de grupos compactos de células de una
morfologia similar a la observada en el examen
citolégico. También se observé tejido conectivo
en escasa cantidad y pequefios focos aislados de
infiltracién leucocitaria, principalmente de
ubicacion perivasculares (Fig.3).

Luego de la quimioterapia, las células
neoplésicas mostraron cambios degenerativos y
rodeadas de grandes focos de células infiltrativas
(Fig. 4). A medida que la regresién tumoral
progres, el tejido neopldsico fue reemplazado
por tejido conectivo (fibrosis) y la infiltracién
linfocitaria persistié (Fig. 5).
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En la Tabla 2 se muestra la distribucién
porcentual de células tumorales y leucocitarias
infiltrativas en cortes histolgicos de TVT, antes
y después de la quimioterapia. El porcentaje
promedio de las células tumorales, antes del
tratamiento, fue de 77,7%, el que disminuyd
significativamente (p < 0,01) después de la
quimioterapia. En la fase de remisién tumoral,
el valor mas alto (58,5%) de células neoplésicas
seregistré cuando la reduccién alcanzé el 50% ,
siendo esta diferencia significativamente mayor
{(p < 0,05) que en aquellos cortes en que la
regresién superd el 50%.

Como se ve en el Cuadro 2, los linfocitos
aumentaron en forma significativa (p < 0,01),
después de la regresién inducida por qui-
mioterapia, al compararlos con las muestras de
TVT antes del tratamiento. Sin embargo, en los
dos grupos de remisién posquimioterapia la
proporci6n de infiltracién linfocitaria fue similar
(p > 0,05). Los porcentajes promedio de los
polimorfonucleares neutréfilos correspondieron
al 13,5%, 13,0% y 24,7% , para los perros con
TVT progresivo, con regresion hasta del 50% y
con regresién de la masa tumoral mayor del 50%,
respectivamente y no hubo diferencias entre los
grupos estudiados.

Las células plasmaticas, asi como la presencia
de macré6fagos, no fue hallazgo muy frecuente
en los cortes de tumores con y sin tratamiento
con vincristina.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran, que la vincristina es una eficiente
modalidad terapéutica en el tratamiento de TVT
y que, ademds de ser efectiva, es prdctica,
econémica y con pocos efectos colaterales
(Brown y col., 1980; Calvert y col.,1982; Booth,
1994; Weller, 1994; Jeglum, 1994).

El nimero de dosificaciones totales con
vincristina hasta obtener la reduccién tumoral
completa (3,2 conrangosde 2a 6 tratamientos),
coincide con los resultados obtenidos por otros
autores (Brown y col., 1980; Calverty col.,1982;
Booth, 1994; Weller, 1994). Esta remisién se
deberfa a la accién citotéxica de la drogay ala
inhibicién de la proliferacién de las células



tumorales por el impedimento que se produzcan
mitosis. (Brown y col., 1980; Booth, 1994,
Jeglum, 1994).

Algunos efectos colaterales como neutropenia
y vomitos, observados en este estudio, con-
cuerdan con los descritos por Brown y col.
(1980) y Calvert y col.(1982). Sin embargo,
no se observaron otros efectos colaterales
descritos (Booth, 1994; Weller, 1994), tales
como, irritacién perivascular, anorexia leve,
constipacién y signos neurolégicos. Esto debido,
probablemente, alabaja concentracién, nimero
de dosificaciones por animal y via de aplicacién
de la droga utilizada.

El aumento significativo, observado en este
estudio, en las proporciones de linfocitos
infiltrativos durante la regresién del TVT,
inducida por la quimioterapia, es compatible con
lo informado en TVT inducido experimen-
talmente, donde también encontraron una intensa
respuesta inmune celular durante la misma fase
tumoral (Trail y Yang, 1985). Estos cambios
indicarian una relacién directa con el estado de
regresion tumoral. Esta observacién coincide con
Hill y col. (1984), quienes establecen, que la
infiltracién linfocitaria estda mas correlacionada
con el estado de regresién, que con la edad o
volumen de la masa tumoral

Estudios in vitro, han demostrado que la
destruccién de células de TVT ocurre a través
de la accién directa de linfocitos citotéxicos y
de mecanismos de citotoxicidad dependiente de
anticuerpos (ADCC) (Cohen, 1979; Cohen,
1980).

En caninos, con TVT progresivo, la pérdida
de lareactividad de inhibicién leucocitaria (LAI)
sugiere la presencia de significativos niveles de
factores bloqueadores séricos especificos,
capaces de anular tal reactividad in vitro e in
vivo. En contraste, una significativa reactividad
LAI en tumores regresivos, asegura la presencia
de un mecanismo celular efector, asociado con
regresién espontdnea de transplantes tumorales
(Harding y Yang, 1981).

Por otra parte, los anticuerpos a menudo
facilitan el crecimiento tumoral ya que pueden,
eventualmente, bloquear la inmunidad celular
(Trail y Yang, 1985). En TVT, se ha demostrado
la aparicién, ya a los 7 dfas pos inoculacién, de

anticuerpos especificos de clase IgG en suero
(Epstein y Bennett, 1974; Cohen, 1979). Estos
anticuerpos, podrian contribuir a bloquear la
respuesta de linfocitos citotéxicos en la fase
progresiva de la neoplasia.

Aungue las neoplasias son accesibles a los
linfocitos éstas, generalmente, logran evadir la
destruccién inmunolégica debido, probable-
mente, a la capacidad de la célula neoplésica de
eliminar, desde su membrana celular, antigenos
que pudieran llegar a bloquean la respuesta
inmune celular (Cohen, 1980). Esto sugiere, que
larespuesta inmune antitumoral no seria eficiente
frente a grandes masas de tumor.

Como lo sefialan los resultados citolégicos e
histopatolégicos, del presenta trabajo, las dosis
utilizadas de Vincristina mostraron no parecen
estar asociadas a un efecto deteriorante sobre la
respuesta inmune celular local de los animales.
Por esto, postulamos que la reduccién de la masa
tumoral del TVT, obtenida a través la qui-
mioterapia con Vincristina, favoreceria el
establecimiento de la respuesta inmune celular
local y por consiguiente la remisién de la
neoplasia.

RESUMEN

Se evalué la respuesta leucocitaria local en el
tumor venéreo transmisible (TVT) en fase
progresiva de crecimiento tumoral y en regresién
inducida por quimioterapia, se estudiaron 19
caninos con TVT de ocurrencia natural, a los
cuales se les administré Vincristina, por via
intravenosa, en dosis de 0,03 mg/kg cada 7 dias,
hasta obtener la remisién completa del tumor.
El recuento de células tumorales y leucocitarias
se realizé en improntas teflidas con Giemsa y en
cortes histolégicos tefiidos con HE.

En las improntas de TVT progresivo, el
promedio de células linfocitarias fue de 7,0% y
aument6 en forma significativa (p < 0,01) durante
la remisién tumoral, alcanzando valores
promedios de 33,7% en aquellos casos con
regresion de hasta 50%, y de 35,6% en los
casos de regresién sobre 50%.

Un resultado similar se obtuvo en cortes
histolégicos donde se registré un promedio de
8,7% células linfocitarias infiltrativas en TVT
progresivo, valor que aumenté significativa-
mente (p < 0,01) durante la fase de regresion,
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(27% y 41,3% para las remisiones de hasta el
50% y mds del 50% respectivamente). Los
polimorfonucleares no presentaron diferencias
significativas entre los grupos estudiados.

Los resultados suguieren que el protocolo de
tratamiento con vincristina utilizado no afectarfa
a los leucocitos, por lo que se podria inferir, que
como consecuencia del tratamiento quimio-
terapéutico la masa tumoral se reduce en
volumen, disminuyendo también el efecto de sus
mecanismos bloqueadores, asi la respuesta
inmunitaria se veria facilitada, favoreciendo la
remisién tumoral
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