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Caracteristicas bioldgicas y seguimiento clinico en casos
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar si existe alguna relacion entre los subtipos
citologicos, las fases histopatoldgicas y la respuesta al tratamiento con sulfato de
vincristina en caninos afectados naturalmente por el tumor venéreo trasmisible canino
(TVTC). Se evaluaron 52 casos de TVTC en diferentes razas, edades y sexo sin encontrar
una relacidn significativa entre las clasificaciones citologicas e histopatologia determi-
nadas previas a la quimioterapia y el tiempo de duracién de este. Los resultados no
mostraron diferencias en factores como respuesta parcial al tratamiento, grado de malig-
nidad, metastasis o resistencia a la vincristina en los perros tratados; ademas, no se pudo
definir el pronostico para la involucion tumoral a partir de la clasificacion citologia o
histopatolégica.
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The aim of this study was to evaluate whether there is any relationship between
cytological subtypes, histopathological phases, and the response to vincristine sulfate
treatment in canines naturally affected by canine transmissible venereal tumour (CTVT).
In total, 52 cases of CTVT were evaluated in different breeds, ages and sex without
finding a significant relationship between the cytological classifications and
histopathology determined prior to chemotherapy and the duration of the chemotherapy.
The results of did not show differences in factors such as partial response to treatment,
degree of malignancy, metastasis or resistance to vincristine in treated dogs, and the
prognosis for tumour involution could not be defined from the cytology or

histopathological classification.

Keywords: histopathological phases, tumour involution, chemotherapy, cytological
subtypes, canine transmissible venereal tumour

INTRODUCCION

El tumor venéreo transmisible canino
(TVTC) es una neoplasia que se presenta en
caninos y que se transmite por una transfe-
rencia alogénica de células cancerigenas vi-
vas durante el coito (Strakova y Murchison,
2015), aunque también puede transmitirse
mediante el lamido y olfateo (Murchison, 2009;
Castro et al., 2017). TVTC es endémico en
al menos 90 paises y se cree que es la célula
tumoral mas diseminada y longeva que exis-
te (Strakova y Murchison 2014; Ostrander et
al., 2016), presentandose principalmente en
caninos que viven o tienen acceso perma-
nente a la calle (Sousa ef al., 2000). El anali-
sis del genoma del TVTC ha permitido es-
clarecer su origen y evolucion ubicandolo
como el cancer en caninos mas antiguo has-
ta ahora conocido (Murchison et al., 2014).

El diagnéstico se realiza por las mani-
festaciones clinicas de la neoplasia, como son
textura friable con aspecto de coliflor, nodular
o multilobulado (Ganguly et al., 2013). Asi-
mismo, la observacion de las células tumorales
por citologia ¢ histopatologia suele ser sufi-
ciente para determinar la patologia; sin em-
bargo, el diagndstico molecular es oportuno
para confirmar el caso, siendo esta una he-

rramienta Uitil en aquellos casos de dificil diag-
nostico (Castro et al.,2017). En la rutina cli-
nica se utiliza el examen citologico mediante
la técnica Biopsia Aspirativa con Aguja Fina
(BACAF), que permite clasificar la neopla-
sia como de células redondas con los subtipos
linfocitoide y plasmocitoide o una mezcla de
ambos llamada mixto (Amaral et al., 2007;
Montoya et al., 2012).

Algunos autores afirman que el tumor
que presenta un patron celular plasmocitoide
es mas dificil para el manejo médico, requi-
riendo un mayor numero de sesiones de qui-
mioterapia en comparacion con los otros
subtipos, e inclusive puede llegar a presentar
resistencia al tratamiento y hacer metastasis
(Gaspar et al., 2009; Valengola et al., 2015;
Setthawongsin et al., 2018). En la citologia
se puede hallar, ademas, infiltrado inflamato-
rio como neutrofilos, linfocitos y macrofagos,
sobre todo en aquellos pacientes con conta-
minaciones secundarias asociadas a bacte-
rias, hongos o pardsitos (Santos ef al., 2005;
Stockmann et al., 2011).

Estudios de trasplante experimental ca-
racterizan clinicamente el TVTC de acuerdo
con los periodos de crecimiento en tres fa-
ses: progresion, estacionaria y regresion
(Epstein y Bennett, 1974; Frampton et al.,
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Figura 1. Formas de presentacion macroscopica del tumor venéreo transmisible canino (TVTC)
en canes pacientes del Hospital Veterinario de la Universidad de Caldas (Colombia):
A, masa como coliflor; B, nodular; C, multilobulado

2018). De otra parte, en el examen histopa-
toldgico se han usado fases con los nombres
de progresion, regresion temprana y regre-
sion tardia, identificando para cada una ellas
sus respectivas caracteristicas de crecimiento
y tisulares (Epstein y Bennett, 1974; Yang et
al., 1987; Mukaratirwa et al., 2004). El pro-
tocolo terapéutico establecido parael TVTC
con mayor éxito es el sulfato de vincristina
como Unico farmaco, siendo una aplicacion
semanal a dosis de 0.5-0.7 mg/m?, adminis-
trando entre 4 a 8 dosis via intravenosa
(Oliveira et al., 2013; Otter et al., 2015).

El objetivo de este trabajo fue evaluar
la posible relacion de la clasificacion de los
subtipos citologicos y las fases histopa-
tologicas del TVTC con la respuesta al trata-
miento que permita inferir el nimero de
quimioterapias requeridas hasta alcanzar la
regresion total tumoral, permitiendo asi esta-
blecer un factor prondstico desde el diagnds-
tico. En el conocimiento de los autores, aun
no se cuenta con un sistema que permita usar
los subtipos citologicos como un factor de
pronostico del comportamiento bioldgico de
laneoplasia.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Mediante un estudio descriptivo,
longitudinal, prospectivo, que fue aprobado por
el Comité de Etica y Bienestar Animal de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Univer-
sidad de Caldas, Colombia (Codigo 1065017),
se evaluaron 52 caninos de diferentes razas,
edades y sexo, que llegaron al Hospital Vete-
rinario naturalmente enfermos por TVTC
genital con masas friables, de tamafio varia-
ble, unicas o multiples y morfologicamente
caracterizadas por ser parecidas a coliflor y
algunas veces, uni o multinodulares (Figura
1). Algunos de los animales tenian propieta-
rio; sin embargo, la mayoria, provenia de al-
bergues de proteccion de animales y habian
sido recogidos de la calle entre agosto de
2014 y marzo de 2017. Todos los animales se
mantuvieron en el bioterio con alimento y agua
a voluntad durante el tiempo que dur6 la in-
vestigacion.



J. Ramirez-Ante et al.

Diagnéstico Citologico

Las células neoplasicas se obtuvieron
por aspiracion con aguja fina (BACAF) y-
fueron coloreadas con Diff quick® durante 6
minutos. Los extendidos celulares en lami-
nas de vidrio se observaron con microscopio
de luz Leica DM500 (objetivo 40X), selec-
cionando aleatoriamente 10 campos en los
que habia cantidad suficiente de células
tumorales. Se tomaron fotografias con el soft-
ware Leica Application Suite v. 3.1 (LAS
EZ)® que fueron evaluadas por tres observa-
dores que no conocian a que paciente co-
rrespondia cada caso con el fin de disminuir
la subjetividad de observacion y el sesgo en
los resultados.

Los subtipos citologicos se clasificaron
como propusieron Amaral et al. (2007); esto
es subtipo linfocitoide: células de TVTC con
forma redonda, citoplasma escaso y finamen-
te granular, presencia de vacuolas en la peri-
feria celular, nucleo redondo con cromatina
gruesa y presencia de uno o dos nucléolos; y
subtipo plasmocitoide: células de forma ovoi-
de, citoplasma abundante con presencia de
muchas vacuolas y nticleo excéntrico (Figu-
ra 2). De cada subtipo citologico se analiza-
ron 50 células para mejorar su descripcion
morfologica. Debido a que los dos tipos de
células estan presentes en todos los casos, el
criterio para definir el nombre de cada subtipo
corresponde a un predominio superior al 60%
de ese subtipo celular en los campos evalua-
dos. A los casos donde no predomina ningun
tipo de célula, les denominan subtipo mixto.

Diagnostico Histopatolégico

Antes de iniciar el tratamiento quimio-
terapéutico para cada paciente, se obtuvo una
biopsia del tumor en condiciones asépticas.
Los animales permanecieron bajo anestesia
general mientras se realizaba el procedimien-
to. Las muestras fueron introducidas en
crioviales estériles y sumergidas en 1 ml de
formalina tamponada al 10% durante 48 h

para posteriormente ser parafinadas en un
procesador automatico de tejidos (Kedee®).
Cortes tisulares de 4 um se obtuvieron con
un micrometro Leica RM 2135®, los tejidos
fueron coloreados con hematoxilina y eosina
para determinar el estado de crecimiento
tumoral y con tricomico de Masson para fa-
cilitar la observacion del tejido conectivo. La
observacion aleatoria de cinco campos se hizo
por tres observadores (estudio ciego) con el
objetivo de 10X en el microscopio de luz, to-
mando como resultado la coincidencia de por
lo menos dos observadores.

La clasificacion histopatologica usada
en la presente investigacion se realizo acor-
de a las tres etapas histologicas del TVTC
establecidas por Mukaratirwa et al. (2004):
a) Progresion (P), caracterizada por ser un
tumor que aumenta constantemente de volu-
men, presencia de poco estroma, abundantes
células neoplasicas en mitosis y poco infiltra-
do linfocitario; b) Regresion temprana (ER),
donde el tumor disminuye rapidamente de
volumen, presentando algunas células
neoplasicas en mitosis, aumento de células
apoptoéticas e incremento del infiltrado
linfocitario; y ¢) Regresion tardia (LR), en la
cual el tumor disminuye su volumen lenta-
mente, presentando abundante infiltrado
linfocitario, desparecen las células neopléasicas,
depdsitos de colageno y remplazo por estroma
fibroso (Figura 3).

Diagnéstico Molecular

En biopsias mantenidas en RNA Latter,
todos los casos fueron confirmados como
TVTC por qPCR mediante la identificacién
de un reordenamiento caracteristico que im-
plica un largo intercalado elemento nuclear
(LINE) ubicado cerca al locus MYC (Cas-
tro et al., 2017; Setthawongsin et al., 2018).
Estas muestras fueron analizadas por el gru-
po de investigacion en Cancer Transmisible
del departamento de Medicina Veterinaria en
la Universidad de Cambridge Inglaterra.
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Figura2. Clasificacion citomorfoldgica del tumor venéreo transmisible canino (TVTC).
Linfocitoide. 40x (A) y 100x (B). Plasmocitoide. 40x (C) y 100x (D). Coloracion Diff

Quick

Tratamiento

Se realizo6 una evaluacion clinica inicial
de cada paciente registrando los datos en un
historial médico desde su ingreso al estudio,
asi como la evolucion clinica durante el trata-
miento. Para realizar la quimioterapia se tuvo
en cuenta que las plaquetas estuviesen en
valores superiores a las 200 000/ul. Se aplico
una infusion intravenosa semanal con sulfato
de vincristina en dosis de 0.5 mg/m? durante
varias semanas hasta comprobar la involu-
cion total de la neoplasia, mediante
colposcopia en las hembras y observacion
directa del pene en los machos.
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Analisis Estadistico

Se evalué la relacion a la respuesta al
tratamiento con el estado histopatologico en
todos los pacientes, asi como con los tres
subtipos citomorfologicos. Se utilizo la prueba
de Chi cuadrado con el programa Stata® 14.

RESULTADOS

En el laboratorio de patologia veterina-
ria ingresaron 838 casos de caninos (521 de
razas puras y 317 de raza mestiza) con algun
tipo de neoplasia durante el periodo del estu-
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Figura 3. Etapas histologicas del tumor venéreo transmisible canino (TVTC) establecidas por
Mukaratirwa et al. (2004). A. Proliferacion. B. Regresion temprana. C. Regresion
tardia. Fotografias tomadas con el lente 10x
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Figura 4. Proporcion de subtipos citologicos del tumor venéreo transmisible canino (TVTC) en

las tres fases histopatologicas

dio. De estos, 52 caninos llegaron natural-
mente enfermos por TVTC genital, donde el
67.3% (35/52) fueron hembras y el 32.7%
(17/52) machos. Entre estos, el 2.3% (n=12)
correspondieron a caninos de razas puras y
12.6% (n=40) a caminos mestizos.

El tratamiento con sulfato de vincristina
fue efectivo en todos pacientes del estudio,
requiriéndose cinco sesiones de quimiotera-
pia en promedio para la involucion tumoral,

sin diferencia significativa para las variables
analizadas. En cuanto a la citomorfologia,
42.3% (22/52) de los pacientes fueron clasi-
ficados en el subtipo morfologico linfocitoide;
34.6% (18/52) como plasmocitoide y los res-
tantes 23.1% (12/52) como mixtos.

La descripcion morfologica de los
subtipos celulares estuvo acorde con lo indi-
cado en la literatura, pero adicionalmente se
encontrd que estas células tienen una mar-

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(2): e18416
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Cuadro 1. Numero de quimioterapias requeridas para la involucion total del tumor
venéreo transmisible canino (TVTC) en pacientes clasificados por la fase
histopatologica, seguido del subtipo citomorfologico

Fase Subtipo

Casos

Quimioterapias

histopatoldgica citomorfoldgico (n) (media + DE) p-valor
Proliferacion  Linfocitoide 15 5.06 +2.05 0.26
Plasmocitoide 13 5.78 £ 1.64 0.24
Mixto 9 4.44 +1.88 0.26
Regresion Linfocitoide 6 585+2.14 0.30
temprana Plasmocitoide 4 4.80+1.41 0.30
Regresion Mixto 3 5.33+£2.08 0.32
tardia Linfocitoide 1 6
Plasmocitoide 1 4
Mixto 0 0
Total 52

cada anisocitosis y son mas grandes que los
linfocitos y polimorfonucleares que general-
mente acompafian el tumor. Las células
linfocitoides midieron entre 18.48 y 28.32 um
(21.4 £ 3.6 um) con nucleos que oscilaron en-
tre los 10.5 y 18.4 um (14.3 + 2.3 pm), mos-
trando un valor en la relacion nucleo/citoplas-
made 1:1.5 para este subtipo. El tamafio de las
células plasmocitoides estuvo entre 28.4 y 51.95
pum (34.2 + 5.9 um); mientras su nicleo midié
entre 13.6 y 22.05 pm (16.6 = 2.6 pm), siendo
larelacion nticleo/citoplasma de 1:2.

Por otro lado, y respecto a las fases histo-
patologicas se encontro que 71.2% (37/52)
de los pacientes presentaron tumores en eta-
pa de progresion, 25% (13/52) en etapa de
regresion temprana y 3.8% (2/52) en regre-
sion tardia (Cuadro 1). Estos dos tltimos pa-
cientes eran hembras, cuyos subtipos
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citologicos y presentacion macroscopica co-
rrespondio en un caso a una linfocitoide con
un tumor de consistencia firme y nodulado y
en otro caso a un plasmocitoide con un tumor
friable en forma de coliflor, los cuales requi-
rieron 6 y 4 sesiones de quimioterapia, res-
pectivamente.

Los subtipos citologicos se presentaron
en las tres fases histopatologicas (Figura 4). Se
encontro que el 68.2% (15/22),72.2% (13/18)
y 75% (9/12) de los casos linfocitoides,
plasmocitoides y mixtos, estaban en fase de
progresion, respectivamente. De igual mane-
ra, al relacionar la histopatologia con los
subtipos citoldgicos se encontroé que 37 pa-
cientes cuyos tumores estaban en progresion,
donde el 40.5% (15/37) se clasificaron
citologicamente como linfocitoides, 35.1%
(13/37) como plasmocitoides y el 24.3% (9/
37) como mixtos (Cuadro 1).
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DiScUusION

Todos los pacientes presentaron una o
varias masas tumorales en el area genital,
diagnosticandose clinica, citoldgica,
histopatologica y molecularmente como pe-
rros afectados por TVTC, aunque se desco-
nocia el tiempo de evolucion de la neoplasia.
La mayoria de estos fueron hembras mesti-
zas, lo cual coincide con Brandao et al.
(2002); Amaral et al. (2007) y Oliveira et al.
(2013). Ningun caso fue considerado como
resistente, ya que todos los pacientes mos-
traron regresion total del tumor con el trata-
miento empleado.

Respecto a la clasificacion de los
subtipos citologicos de los tumores, se encon-
traron mas pacientes con TVTC linfocitoide,
seguidos por plasmocitoide y por ultimo mix-
to, contrario a otros reportes que indican un
mayor nimero de tumores de tipo plas-
mocitoide, seguidos por el mixto y en menor
frecuencia por linfocitoide (Gaspar et al.,
2010; Oliveira et al., 2013; Setthawongsin et
al., 2018), y al estudio de Féo et al. (2018)
quienes solo observaron el tipo plasmocitoide.

Estudios previos demuestran que la in-
filtracion intra-tumoral de linfocitos es mayor
en la fase de regresion comparada con la fase
de progresion (Hsiao et al., 2002),
incrementando gradualmente el infiltrado de
una fase a otra (Liao ef al., 2003); asimismo,
Pérez et al. (1998) sugieren que no solo los
linfocitos T sino las células plasmaticas parti-
cipan en una efectiva respuesta inmune con-
tra TVTC mediante la produccion de
anticuerpos y macrdfagos. En este sentido,
Frampton et al. (2018) analizaron biopsias de
TVTC de pacientes tratados con vincristina
y observaron que algunas expresiones de
genes ocurrian paralelamente con los cam-
bios histopatoldgicos, mostrando que la re-
gresion tumoral ocurre en pasos secuenciales
implicando la activacion del sistema inmune
innato y la infiltracion inmunitaria del tumor.
En el presente estudio, si bien no se realizo
una marcacion o medicion de las posibles

células implicadas en la respuesta inmune
contra el TVTC, se pudo evidenciar que la
sola clasificacion histopatoldgica no estable-
ce ningun pronostico con respecto al tiempo
de tratamiento, pues no se evidenciaron dife-
rencias significativas en el niimero de
quimioterapias requeridas para la involucion
total del tumor.

En el analisis de los subtipos citologicos
de los tumores relacionadas con las fases
histopatologicas no se pudo concluir ninguna
relacion entre ellas, ademas de evidenciarse
que no es posible definir solo con el subtipo
citoldgico el estado histopatologico en el cual
llega el paciente antes de comenzar tratamien-
to quimioterapéutico. Debido a que en este
estudio los pacientes fueron afectados natu-
ralmente con TVTC y se desconocia el tiem-
po de evolucion tumoral, no se pudo tener un
punto de partida similar u homogéneo para
todos los pacientes. Estudios experimentales
realizados en ratones han mostrado que las
células de TVTC mantienen sus caracteristi-
cas citologicas, histologicas y moleculares
(Harmelin et al., 2002), ademas que este
modelo facilitaria el estudio de trasplante, pro-
gresion y metastasis del TVTC (Harmelin et
al.,2001). Esto permite sugerir la ejecucion
de estudios experimentales en ratones que
permitan tener un control y registro de los
tiempos en que desarrolla esta neoplasia y la
respuesta a tratamiento en cada una de las
fases.

Es importante mencionar que se presen-
taron nueve casos TVTC extragenital en ca-
vidad nasal que no fueron incluidos en los
analisis debido a la dificultad de 1a obtencion
de la muestra por biopsia incisional. Igual-
mente se debe indicar que ninguno de los 52
pacientes analizados se evidencio desarrollo
de metastasis, contrario a los reportes de
Amaral et al. (2007) y Setthawongsin ef al.
(2018) que sugieren que el tipo plasmocitoide
tiene una mayor capacidad de desarrollo
extragenital y de metastasis. En forma simi-
lar, si bien no se observo resistencia o dife-
rencias en el nimero de semanas de trata-
miento con sulfato de vincristina, Valengola
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et al. (2015) y Simermann et al. (2009) en-
contraron que el subtipo plasmocitoide requie-
re de mas sesiones de tratamiento y en algu-
nos casos presentaron resistencia a este.

Se puede concluir que los resultados
presentados no mostraron relacion entre las
clasificaciones analizadas y factores como
respuesta parcial al tratamiento, grado de
benignidad o malignidad tumoral, metéstasis
o resistencia al medicamento. Este estudio
podria contribuir a generar investigaciones
moleculares o genéticas que profundicen en
las reales diferencias e importancias que es-
tos subtipos y fases puedan tener en la
patogénesis del TVTC y si existe algun posi-
ble pronodstico de respuesta al tratamiento.
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