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| RESUMEN

El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) o también llamado tumor de
Sticker es una neoplasia que se localiza en los genitales tanto de hembras
como de machos caninos, es también conocido como sarcoma infeccioso,
linfosarcoma venéreo, granuloma venéreo, condiloma canino, tumor
transmisible de células reticulares entre otros. Este es un tumor que tiene un
comportamiento epizodtico muy peculiar, pues suele presentar oscilaciones en

su frecuencia en la poblacion canina a lo largo de los afios.

El TVT canino por lo general es una neoplasia con caracteristicas
histol6gicas benignas y en animales sanos puede involucionar de manera
espontanea. Se propaga a través del coito, lameduras o mordeduras, y son los

perros callejeros los que actian como reservorios de esta enfermedad.

Su morfolégica macroscépica es, aspecto de coliflor, pedunculado,
nodular, papilar, o multilobulado, y va desde un nédulo pequefio (5 mm) a una
masa grande (10 cm) y al tacto es firme aunque friable, la parte superior
comunmente se encuentra ulcerada e inflamada, se localiza en la mucosa del
tracto reproductivo de la hembra (generalmente vulva y vestibulo vaginal) y en

el pene en el caso de los machos.

La clasificacion, el diagndstico y el prondstico de los tumores de células
redondas se basan en gran parte en su citologia, histoquimica y caracteristicas
histopatoldgicas, aunque algunas veces se llevan a cabo pruebas citogenéticas
y analisis microscopicos de electrones, aunque su empleo es limitado debido a
la complejidad de las técnicas y sobretodo a la necesidad de técnicos

expertos.



Il JUSTIFICACION

La investigacion esta basada en el hecho de abordar el estudio de un
tema de interés sustantivo tanto para la medicina veterinaria de las pequefias
especies, como para la salud publica, como lo es la transmisién de diversas

neoplasias haciendo principal énfasis en el TVT.

Es de particular importancia el conocimiento de los procesos de
transmision asi como las alternativas de tratamiento de algunas neoplasias
autolimitantes de posible origen viral, asi como su repercusion en los aspectos
meédicos y econOmicos qué representan tanto para médicos, criadores y

propietarios de mascotas.

El conocimiento de la incidencia, predisposicion, asi como sus indices de
transmision y probables etiologias, contribuiran a entender con mas claridad
esta problematica en los caninos y posteriormente a proponer y establecer

medidas preventivas y correctivas contra el TVT.

Considerando estos antecedentes y la alta prevalencia del TVT en la
poblacion canina, se pretende en el siguiente estudio identificar las alteraciones
ultraestructurales de las células neoplasicas con la finalidad de identificar algun
factor etioldgico que participe en la patogenia de la enfermedad.



I OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

v' Identificar las estructuras celulares del Tumor Venéreo
Transmisible canino por medio de microscopia electrénica de

transmision.
3.2 Objetivos especificos
v Identificar el Tumor Venéreo Transmisible de nodulos genitales,
cutdneos y de mucosas de muestras clinicas en caninos, por

medio de citologia exfoliativa.

v" Practicar la reseccién quirdrgica de los tumores e inmediatamente

fijarlos en solucion fijadora.

v Realizar el estudio ultraestructural de los tumores utilizando el

microscopio electrénico de transmision.



IV INTRODUCCION

El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) se describe en animales
domésticos y se conoce desde principios del siglo XX, pero el panorama se
encuentra en constante evolucién con la presencia y mayor incidencia en
caninos no supervisados o vagabundos. Esta distribuido a nivel mundial y fue
descrito por primera vez en 1820 por Hujard en Europa y su nombre se asocia
con Sticker que sistematicamente lo estudié especificamente en 1905. Mas
tarde, fue probado que los caninos son los Unicos afectados por TVT descrito
por Flor en 1954. Fue entonces cuando se confirm6 que las células
neoplasicas eran el agente causal y que esto inducia una respuesta inmune en

el hospedador, lo cual fue probado por Cohen en 1972 (Boscos, 2004).

El TVT o también llamado tumor de Sticker es una neoplasia que se
localiza en los genitales tanto de hembras como de machos caninos, es
también conocido como sarcoma infeccioso, linfosarcoma venéreo, granuloma
venéreo, condiloma canino, tumor transmisible de células reticulares entre
otros. Este es un tumor que tiene un comportamiento epizodtico muy peculiar,
pues suele presentar oscilaciones en su frecuencia en la poblacién canina a lo

largo de los afios (Ortega y col., 2003).

El TVT canino por lo general es una neoplasia con caracteristicas
histologicas benignas y en animales sanos puede involucionar de manera
espontanea. En perros inmunodeprimidos, el TVT suele producir metastasis y
causar la muerte del animal. La enfermedad clinica se limita usualmente a
perros de edad reproductiva entre 2 y 6 afios de edad, con mayor afinidad en
hembras (Trigo, 1998). Se propaga a través del coito, lameduras o mordeduras,
y son los perros callejeros los que actian como reservorios de esta
enfermedad (Park y col., 2006).

Su morfolégica macroscoépica tiene, aspecto de coliflor, pedunculado,
nodular, papilar, o multilobulado, y va desde un nédulo pequefio (5 mm) a una

masa grande (10 cm) y al tacto es firme aunque friable, la parte superior



comunmente se encuentra ulcerada e inflamada, se localiza en la mucosa del
tracto reproductivo de la hembra (generalmente vulva y vestibulo vaginal) y en
el pene en el caso de los machos. Se ha diagnosticado también en zonas
extragenitales como piel, vias nasales, cavidad oral e interior del contorno de
los ojos (Martinez y col., 2006), asi como en bazo, cerebro, higado y pulmones

lo que indica su capacidad de metastasis (Ortega y col., 2003).

La transmision ocurre por pasaje de las células exfoliadas intactas a
través de la copula, para lo cual la mucosa receptora debe estar lesionada
antes o durante el coito. Estas células se implantan sobre las membranas de la
mucosa genital, nasal u orofaringea y la piel. En ocasiones las células
tumorales pueden transportarse a diferentes zonas cutdneas a través del
laminado de los 6rganos genitales afectados y la piel circundante (Martinez y
col., 2006).

“ ElI TVT ha atraido la atencion de diversos autores, debido a su alta
frecuencia y la necesidad de encontrar tratamientos eficaces, a los rasgos
peculiares de la enfermedad, el interés continuo y creciente tanto de la
medicina humana como de la medicina veterinaria en oncologia (Boscos,
2004)".



V ANTECEDENTES

El primer antecedente historico documentado del Tumor Venéreo
Transmisible, se describe por primera vez en 1820 por Hujard en Europa,
eventualmente especificamente en 1828, Delabere-Blaine lo menciona en
algunas investigaciones (Sousa y col., 2000) y su nombre ha sido asociado con
Sticker que sistematicamente lo estudiéo a principios del siglo XX (Boscos,
2004).

Mientras tanto Novinsky en 1876, demuestra que el tumor puede ser
transplantado desde un hospedador susceptible a otro hospedador a través de
la inoculacion  con células tumorales. Las inclusiones citoplasméticas
encontradas en las células tumorales causaron el que esta neoplasia se
atribuyera a agentes de tipo viral por algunos autores, a pesar de que el tumor
no pudo ser consistentemente transmitido a través de extractos libres de

células (Mello Martins y col., 2005).

Se ha registrado en todos los continentes; en Asia fue identificado por
Wong y K'Ang en 1932, en América por Flor en 1951, en Africa por
Bwangamoi en 1967 y en Australia por Locke en 1975 (Boscos,2004).

Esta neoplasia es poco comun en el Norte y Centro de Europa y en
Norteamérica, debido al control demografico de animales vagabundos, el
examen de seleccion preventivo y el tratamiento eficaz de casos clinicos; con
algunas excepciones, puede permanecer endémico en el resto del mundo,
esto debido a la falta de control canino y a la ineficiencia en la labor de
tratamientos eficaces (Boscos,2004), y suele presentarse con mayor frecuencia

en areas tropicales o subtropicales (Calero y col., 2006).

En México, se considera endémico pero con una baja prevalencia,
suele ser comuUn sobre todo en areas donde existen ineficiencias en cuanto al

control de la poblacion canina (Ramirez y col., 2007).



5.1 Etiologia

El Tumor venéreo transmisible (TVT), también conocido como sarcoma
infeccioso, granuloma venéreo, linfosarcoma transmisible o tumor de Sticker,
es un tumor reticulo-endotelial benigno del canino que afecta sobre todo a los
organos genitales externos y ocasionalmente a los genitales internos (Mello
Martins y col., 2005).

Sticker establecio en 1905 que la transmision se realiza mediante
células de neoplasma intactas, mas tarde Flor en 1954 demuestra que los
caninos son los Unicos afectados por TVT, y posteriormente Cohen en 1972
confirma que la célula del neoplasma es el agente causal y que eso induce una
respuesta inmune en el huésped. Estas diferencias morfolégicas significativas
eran demostradas para distinguir entre células de perro normales y células del
tumor. Estos incluyen constantemente algunas aberraciones de cromosoma
sumamente especificas, que, asociadas con otros factores, conducen a la
conclusion que TVT proviene de las células que han sufrido una mutacion

causada por un factor todavia desconocido (Boscos, 2004).

Generalmente se transmite durante el coito, principalmente en animales
jovenes sexualmente maduros. Las células del TVT contienen un numero
anormal de cromosomas, que oscila entre 57 y 64 con un promedio de 59, en
contraste con el numero normal de cromosomas de la especie que es de 78.
Las caracteristicas antigénicas de la superficie de sus células sugieren que
todos los TVT se originan a partir de un tumor canino unico original (Mello
Martins y col., 2005).

Es importante recalcar que esta neoplasia con propiedades y desarrollo
poco convencional clinico, naturalmente ocurre exclusivamente en perros
contaminados principalmente por el contacto sexual y posiblemente por el
contacto directo relacionado con el comportamiento social entre ellos
(Boscos,2004).



“La clasificacion, el diagnostico y el prondstico de los tumores de células
redondas se basan en gran parte en su citologia, histoquimica y caracteristicas
histopatoldgicas, aunque algunas veces se llevan a cabo pruebas citogenéticas
y analisis microscopicos de electrones, aunque su empleo es limitado debido a
la complejidad de las técnicas y sobretodo a la necesidad de técnicos expertos
(Taci Cangul, 2001)".

“A pesar de la gama de técnicas diagndsticas ya mencionadas, la
clasificacion exacta y el diagnostico de los tumores pueden ser complicados.
Las células que componen los tumores tienen una semejanza morfologica y el
problema es aun mayor cuando los tumores presentan las etapas de

diferenciacion asi como formas de célula inesperadas (Taci Cangul, 2001)”.

5.1.1 Teoriade oncogénesis viral en el TVT

“En los ultimos 20 afios hemos sido testigos del papel tan importante que
juegan los virus en el desarrollo de la oncologia en los humanos y se han

catalogado solo algunos tipos de cancer con etiologia viral (Butel, 2000)”.

De manera general los mecanismos de oncogénesis viral se pueden

resumir de la siguiente manera:

1. Estimulacion de proliferacion celular por genes virales transformantes
denominados oncogenes (Peters, 1990)

2. Activacion de genes celulares por promotores virales insertados en sus
proximidades (Peters,1990)

3. Generacion de mutaciones por insercion del DNA viral en cromosomas
celulares

4. Inmunosupresion
Induccion no especifica de la proliferacion celular secundaria a ciclos de

reaccion inflamatoria y regeneracion (Delgado, y col., 2004).



Los virus tumorigénicos alteran la maquinaria de la célula infectada para
promover su propia supervivencia y crecimiento. En este proceso, los virus
interfieren con los mecanismos de control celular normal, originando un
crecimiento anormal, alteraciones genéticas y finalmente un procesos de

malignidad (Delgado y col., 2004).

“El RNA y DNA de tumores de origen viral hacen contribuciones
fundamentales en dos de las mayores areas de investigacion oncologica, los
virus fueron los primeros en ser descubiertos y analizados segun su patron y
desarrollo y sintesis celular, por lo que son los oncogenes los que originan las
partes esenciales para su replicaciéon y transformacion celular, y son las
oncoproteinas las que se complementan con proteinas para llevar a cabo el
estimulo del ciclo celular y de progresion para desencadenar la formacion de la
neoplasia (Butel, 2000)".

En cuanto a la replicacion viral dentro de las células, causan cambios
degenerativos o de muerte celular, lo cual se manifiesta con diferentes lesiones
o enfermedades en animales domeésticos o silvestres. Los viriones, que son
particulas infectantes, carecen de ribosomas para llevar a cabo sintesis
proteica y generar diferentes componentes de su envoltura, por lo cual emplean
los organelos de la célula huésped para poder replicarse. Esta replicacion,
genera alteraciones en los organelos involucrados, siendo reemplazados
gradualmente por el acumulo de proteinas virales y otras estructuras, las

cuales son utilizadas para la formacion de nuevos virus.

El proceso de replicacién viral, produce varios tipos de proteinas empleadas
para el ensamblaje de nuevos viriones. La produccién abundate de proteinas
virales y otros componentes, se puede acumular excesivamente y generar
inclusiones (cuerpos de inclusion) que distorsionaran la morfologia celular,
declinando la formacion de energia, las bombas electroliticas en la superficie
celular y desequilibrando el pH interno. El resultado final de este proceso
conlleva a la lisis celular con liberacion de detritus celulares y nuevos virus (en
algunas familias virales) a los espacios titulares, dandose manifestacion clinica

de enfermedad. El efecto de la lisis celular por los virus, se retroalimenta con la



respuesta celular inflamatoria, tanto para la presencia de los virus como

retroalimentada por los detritus celulares (Cedillo y col., 2005).

Algunos autores describen al TVT como un tumor de células redondas,
mientras que otros hacen referencia de él como un tumor de linfocitos,
histiocitos incluso de células necrodermales y epiteliales, es decir, un
granuloma infectivo (Cockrill y col.,1975).

En un estudio ultraestructural del tumor de Sticker, se menciona que las
alteraciones de las células tumorales en degeneracion consisten en cambios
citoplasmaticos durante sus multiples estadios tumorales, y los cambios en
ambos nucleos citoplasmaticos avanzan segun dicha degeneracion y conforme
aumenta esta destruccion el reticulo endoplasmico y los ribosomas sufren las

mismas consecuencias (Cockrill y col.,1975).

Eventualmente, se llevo a cabo un estudio preliminar del tumor de Sticker
en el aflo de 1985, y se menciona que las células degeneradas y necroticas
son caracterizadas principalmente por una aparente vacuolizacion del
citoplasma y la pérdida de los organelos normales existentes, cabe mencionar
que esta investigacion fue hecha Gnicamente en dos pacientes caninos (Amber
y col.,1985), esto mismo se reporta en investigaciones anteriores por Adams y
col.,, que menciona la presencia de particulas virales tipo “C” en tejido de
desarrollo y crecimiento en las células del tumor venéreo transmisible, al igual
que Gonzalez-Angulo y Hernandez Jauregui que reportaron un hallazgo similar
de particulas virales intracitoplasmaticas en estas mismas células (Amber y
col.,, 1985) también se describe que aungue las inclusiones citoplasmaticas
anularon laminillas y densidad cristalina, se logré observar en algunos de los
estadios alguna inclusién que pudiese relacionarse a alguna infeccién viral,
este trabajo describe infiltraciones leucocitarias en las células tumorales de
TVT, sin embargo, esta en constante desarrollo ya que ultraestructuralmente
existe una relacion entre la infiltracién leucocitaria y las células tumorales con
un desarrollo progresivo y estadios de regresion tumoral, esto se debe mas que
nada a que la neoplasia muestra numerosas infiltraciones leucocitarias y de

colageno, las cuales se relacionan primordialemente con el estadio de
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desarrollo y volumen tumoral, por lo tanto conforme estas estructuras

disminuyen el tumor refleja una regresién (Hill y col.,1984).

Existen dos probables explicaciones para estos procesos:

1.- La sintesis del colageno ocurre extracelularmente

2.- El coldgeno sintetizado intracelularmente es tomado de la degradacién
celular (Hill, et., al 1984)

Algunos investigadores suponen que la relacion existente entre las
células linforeticulares proveen cierta toxicidad linfocitica la cual tiene como
efecto retardar el desarrollo tumoral (Hilly col.,1984), por medio de la técnica de
microscopia electrénica las neoplasias observadas se componen
principalmente de: macréfagos, linfocitos, células plasmaticas, estromas
reticulares y vasos sanguineos (Cockrill y col.,1975), también se han observado
infiltraciones linfocitarias en los diferentes estadios del desarrollo tumoral, asi
como eosindfilos y son asociados con linfocitos y células tumorales, estos
mecanismos son sumamente responsables de la eosinofilia en todo el TVT y
desafortunadamente es un mecanismo totalmente desconocido (Hill vy
col.,1984).

Solo existe una teoria para este mecanismo, y es la fragmentacion de la
membrana plasmatica, tomando en cuenta la gran cantidad de procesos
citoplasmaticos en el desarrollo de esta neoplasia (Hill, et., al 1984), sin
embargo, existen cambios ultraestructurales en los estadios de progresion o
regresion tumoral y es posible que se presente una posible particula viral en las
células recolectadas, estas observaciones han sido descritas en diferentes
estudios de investigacion pero ningun hallazgo ha sido totalmente concretado
(Cockrill y col., 1975).

5.1.2 Inmunologia

El tumor venéreo transmisible es la Unica neoplasia en la cudl las células
cancerigenas pueden ser trasplantadas de un hospedador a otro en un medio

natural (Kamran y col.,2002), anicamente es necesario que el receptor se
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encuentre inmunodeprimido, y asi se provee un medio idoneo para el contagio
(Yang, 1998).

Sticker es un tumor inmunogénico, y se demostré que el sistema
inmunologico del hospedador juega un papel decisivo en inhibir el crecimiento
tumoral y en la produccion de metastasis (Mello Martins y col., 2005), asi que,
todo patron depende de la inmunidad del huésped, a nivel experimental se
observa que en perros adultos inmunoc,,ompetentes esta neoplasia tiende a
regresar de manera espontanea en pocos meses, mientras que en caninos

inmunodeprimidos tiende a crecer y a metastatizar (Martinez y col., 2002).

En investigaciones recientes donde se emplearon varios marcadores
genéticos se concluyd que el agente infeccioso del TVT canino es la misma
célula cancerosa y que el tumor es clonal en su origen. De hecho, se considera
que una ceélula somatica se desarroll6 como un parasito transmisible. Las
células de TVT comparten un inmunofenotipo con los histiocitos, lo cual fue
interpretado originalmente como un rastro de su probable origen celular, sin
embargo, recientemente existe evidencia que indica que las células de TVT son

leucocitos no maduros con linaje mieloide (Ramirez y col., 2007).

Aunque el origen de esta neoplasia no ha sido totalmente definido,
algunos estudios abordados por medio de inmunohistoquimica indican que
tiene un origen histiocitico (Kuang-Wen Liao y col., 2003) considerandose
inusual en varios aspectos: en primer lugar las células neoplasicas son
genéticamente distintas a las del huésped, ya que contienen 59 cromosomas
en lugar de los 78 naturalmente presentes en las células somaticas del perro y
en segundo lugar, la transmision se lleva a cabo por la implantacion de las

células neoplasicas de una manera inmediata (Ramirez y col., 2007).

Por otro lado, se ha demostrado en algunas investigaciones que el TVT
tiene un origen clonal de células cancerosas que presentan un inserto LINE en
el proto-oncogen c-myc que induce la sobre expresion de este gen. La
infeccion se efectla por trasplante de células tumorales sobre mucosa genital
normal (Medrano, 2007).
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La regresion de esta neoplasia se atribuye principalmente a una serie de
investigaciones que se han llevado a cabo in Vitro, describen que TVT es
sumamente antigénico ya que estimula su produccion mientras va inhibiendo
los factores de bloqueo del huésped, por lo que por medio del suero se ha
medido su actividad en el curso de la enfermedad, asi como su proceso de
bloqueo e inhibicion de factores, en lo cual influye en gran parte la inmunidad
humoral del huésped, ya que los anticuerpos pueden ser inactivados por la
introduccién de nuevos agentes, o pueden mantener un complejo antigeno-
anticuerpo en donde se bloquea I1gG (Beschorner y col.,, 1979)
aproximadamente 40 dias después del contagio, lo cual se observa por medio
de inmunofluoresencia, posteriormente se remueve el tumor, se inhiben y
bloguean las funciones y se detiene el curso clinico de la neoplasia, por lo que
suponen existe una manera de regresion tumoral o bien hay progresion y una
posible metastasis tomando en cuenta el estado de inmunocompetividad del

huésped (Epstein y Bennett, 1974).

Al llevarse a cabo la transmision, el tumor de Sticker puede permanecer
durante 4 a 6 meses 0 mas, incluso puede tener una regresion espontanea
(Yang, 1987) que puede ser causada por la inmunidad humoral del hospedador
y respuestas celulares en contra de la neoplasia y sobreexpresion de las
moléculas de MHC (Kuang-Wen Liao y col., 2003) ademas las células
neoplasicas de TVT disminuyen la expresién de las moléculas MHC | y I
durante la fase de la progresion del tumor. Esta alteracion inmune puede ser
relacionada con una interaccion anormal de componentes inmunes (Ramirez y
col., 2007).

5.2 Transmision y Patogenia

Las neoplasias de vagina y vestibulo representan el 2.5 al 3% de los

tumores en caninos adultos. El leiomioma y el TVT son las neoplasias

vaginales mas comunes, y suelen encontrarse en caninos sexualmente activos

afectando principalmente a los érganos genitales externos del macho, en
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cuanto a la hembra suelen localizarse en vagina y alguna de las veces en atero
(Martinez y col.,2002).

El TVT es notable, ya que es el Gnico tumor que puede ser transplantado
dentro de individuos de la misma especie e incluso a miembros de la familia

canina, tales como zorros, de coyotes y de lobos (Ramirez y col., 2007).

Se ha establecido en diversas investigaciones que esta neoplasia posee
una linea de células sumamente estables y que pueden permanecer en el

huésped incluso hasta por mas de dieciocho meses (Adamsy col., 1968).

La transmision se origina por pasaje de células exfoliadas intactas a
través de la copula, para lo cual la mucosa receptora debe estar lesionada
antes o durante el coito, estas células se implantan sobre las membranas
mucosas genital, orofaringe o la piel. A veces las células tumorales pueden
vehicularizarse a diferentes zonas cutaneas a través del lamido de los 6rganos
genitales afectados y la piel circundante. Los lugares extragenitales mas
comunes para hallar células transplantadas son cavidad nasal, bucal, piel y
orbita (Martinez y col., 2002).

“Se menciona que existen cuatro formas de transmision: directa, auto
transplante, vectores y quirdrgica y el periodo de incubacion fluctia de 2 a 6
meses (Medrano, 2007)".

La implantacidon del tumor se facilita por la presencia de cualquier lesion
en la mucosa o por la pérdida de integridad de la misma, y el crecimiento de la
neoplasia comienza entre 15 y 60 dias después de la implantacion,
evolucionando en forma lenta e impredecible durante aflos o ser invasivos y
eventualmente transformarse en malignos y formar metastasis (Mello Martins y
col., 2005).

El tumor venéreo ha sido considerado algunas veces como un tumor
benigno, como un tumor potencialmente maligno 0 como un tumor maligno con

baja capacidad para provocar metastasis. El progreso del tumor es

14



comunmente predecible. En casos naturales y experimentales el patron inicial
corresponde con un crecimiento progresivo el cual es seguido por una fase
estatica, la cual termina con una fase de regresién correspondiente con el

establecimiento de inmunidad en animales adultos (Ramirez y col., 2007).

5.2.1 Morfologia

Llamamos neoplasma a un crecimiento de células nuevas que proliferan
sin control, sin ejercer alguna funcion util y por lo general carecen de una
disposicion ordenada. En el caso de las neoplasias benignas la morfologia es
aproximadamente normal en relacion con los tejidos adyacentes aunque algo
distorsionada por el aumento en el numero de células, suele no extenderse
mas alla de la membrana basica o de la capa basal de células y cuando el
tumor se involucra con una membrana mucosa, todo su crecimiento es hacia el
exterior del cuerpo sin infiltrarse en los tejidos debajo de la cubierta epitelial
(Runnells y col., 1982).

La morfologia del tumor venéreo in Vitro es sumamente interesante,
segun algunas investigaciones (Adams y col., 1968) después de cultivar las
células por un periodo de 24 horas, la mayoria presentaba histologicamente
una forma redonda u ovoide estas células poseen nucleos grandes, redondos,
hipercromaticos y con un nucleolo situado en el centro, ademas poseen un
citoplasma, abundantes eosindfilos y numeros notables de figuras mitéticas. El
tumor es extremadamente rico en células, y el estroma que contiene
abundantes vasos sanguineos se observa como una linea delgada dentro de
los racimos celulares del tumor (Gurel y col., 2002). Sélo algunas presentaron
caracteristicas de células ligeramente alargadas y delgadas. A 48 horas se
presentaron 2 tipos de morfologia celular: algunas células alargadas y
sumamente delgadas, a diferencia de las células redondas con un nucleo
prominente y citoplasma abundante. Después de 3 dias de incubacion, se
observaron grupos de células adjuntas, es decir, unidas en varios grupos, y
algunas de ellas se encontraban dispersas en el medio, con formas redondas,

alargadas y delgadas (Adams y col., 1968).

15



TVT tiene un aspecto morfolégico microscépico similar a otras
neoplasias de células redondas, sin embargo, tiene variedades como
macréfagos y células de 15-30 mm de diametro (Sousa y col., 2000). Estas
células son pequefias y redondas ademas son acompafiadas de un nucleo
grande y un citoplasma prominente en el cual la vacuolizacién es muy comun
(Kuang-Wen Liao y col., 2003).
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Figura 1. Histopatologia, utilizando la tincién hematoxilina y eosina en la cudl
se aprecian células neoplasicas pleomorficas, con un nudcleo grande e
hipercromatico, contiene gran cantidad de cromatina, un nucleolo prominente y

abundantes figuras mitoticas (Kamran y col., 2002).

5.3 Manifestaciones clinicas y lesiones

TVT comprende signologia que se diferencia en cuanto a hembras y
machos afectados (Birchard y Sherding, 1996).

En algunas ocasiones el propietario acude a la clinica debido al lamido

excesivo de genitales en ambos sexos (Birchard y Sherding, 1996) presencia

de secrecion sanguinolenta constante vaginal o perianal en su mascota,
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ademas de hematuria, mucosas ulceradas y en el tejido nodular hemorragias

localizadas con algunas decoloraciones (Sousay col., 2000).

Genital

Machos: En el fornix y prepucio peneano.

En el pene se localiza en el glande o caudal al mismo (figura 2), y en el
prepucio desde el fornix al orificio prepucial lo recomendable es exteriorizar el

pene para poder visualizarlo (Barcel6 de la Isla., 2007).

Figura 2. Sarcoma de Sticker localizado en la base y glande del pene (De la
Cruz y col., 2004).

Hembras:

En el vestibulo vaginal (figura 3), para poder visualizarlo se requiere distender

los labios vulvares (Barcel6 de la Isla., 2007).
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Figura 3. Neoformacion de unos 3.5 cm de didmetro y de 1.0 cm por encima

del nivel de la piel (Martinez y col., 2002).

Extragenital:

Las formas de presentacion incluyen:

- Intranasal

- Cavidad oral: labios y lengua

- Ojo: esclerdtica y camara anterior del ojo
- Piel (Barcel6 de la Isla., 2007).

En general, se encuentran placas blanquecinas con pequefios
fragmentos de tumor, y como referencia puede desprenderse facilmente el

tejido primario durante la manipulacién clinica (Sousa y col., 2000).
5.3.1 Lesiones macroscopicas

Se observan masas multinodulares con aspecto de coliflor situadas en la
vulva (figura 3) y extendiéndose hasta vestibulo y vagina, la cuales tienen un

aspecto de deformaciéon anatdmica. Las masas son coalescentes y con

dimensiones variables; algunos de ellos suelen ser pequefios nédulos con un
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diametro de 2 a 4 cm aproximadamente, por otro lado pueden llegar a alcanzar
un tamafio de 12 cm de largo por 6 cm de ancho. La mayoria de los tumores
se encuentran ulcerados e infectados, con zonas necrosadas y hemorragicas
(Ramirez y col., 2007).

En cuanto a la vulva aparecen varias secciones de un tumor soélido bien
circunscrito pero no encapsulado localizado en dermis e hipodermis profunda
(Ramirez y col., 2007).

5.3.2 Lesiones microscoépicas

Algunas éareas suelen estar ulceradas y estan acompafadas de tejido
de granulacion. Las células tumorales se distribuyen a manera de racimos o
cordones apretados compuestos de grandes células homogéneas, redondas y
entremezcladas por un delicado estroma. El citoplasma es eosindfilo, denso,
algunas veces vacuolado y no siempre es perceptible. EI ndcleo puede
presentar diferente tamafos, lo acompafia un poco cromatina granular o
condensada y un nucleolo prominente (Ramirez y col., 2007). Las figuras
mitéticas son abundantes alcanzando 6-8 en algunas areas. Se incluyen
también discretos grupos de linfocitos que infiltran el tumor adyacente a zonas

necrosadas y hemorragicas (Ramirez y col., 2007).
5.4 Diagnostico

En términos generales, en el caso de las neoplasias se recomienda
llevar a cabo una anamnesis puede esclarecer sobre la etiologia del tumor,
aun asi es sumamente importante la capacidad y el conocimiento del médico
veterinario (De nardo y col., 2002).

El diagnéstico morfolégico de la entidad neoplasica en todos los casos

representa la base para establecer una terapéutica y un prondstico de
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sobrevida. Por lo que las muestras necesarias para este fin deben llegar a

laboratorio en 6ptimas condiciones (Rangel,2002).

TVT puede ser diagnosticado y comprobado por medio de pruebas de
laboratorio, tales como citologia vaginal, la cual es sumamente esencial para el
diagnostico primario (Duncan y Prasse, 1979), posteriormente deben tenerse a
disposicion la histopatologia, biopsia incisional y/o vaginoscopia (Sousa y col.,
2000).

Por otro lado, un examén complementario siempre es conveniente ya
gue nos permite profundizar en la historia del paciente oncolégico, aliado a
radiografia, ultrasonografia, hemograma, pruebas bioquimicas y se recomienda

como complemento de historia clinica un uroanalisis, (De nardo y col., 2002).

Recientemente, la biologia molecular ha demostrado su eficacia en el
diagnéstico de TVT (Ramirez, et., al 2007), sin embargo, no existen
anticuerpos especificos para el diagnostico de TVT por inmunohistoquimica vy,
por lo tanto, se requiere de un panel de anticuerpos para su identificacion
(Goldschmidt y Hendrick, 2002).

Es relevante recalcar que en hembras esta neoplasia se localiza
frecuentemente en vagina con un 53% de los casos totales, en la vulva 33%, y
en regiones extragenitales 14%. Por otro lado, en los machos la totalidad de los
casos se encuentran principalmente en prepucio o pene 56% y en zonas

extragenitales 14% (Sousa y col., 2000).
Los diferentes tipos de neoplasias pueden ser identificadas y clasificadas

en diferentes grupos anatomopatol6gicos, por medio de la microscopia Optica

y/o la inmunohistoquimica (Khosravi y col., 2004).

20



5.4.1 Diagnéstico diferencial

El TVT se incluye dentro del grupo de tumores de células redondas de
piel en caninos, ademéas de el linfoma, el melanoma, el plasmacitoma, el
histiocitoma, mastocitoma, linfosarcoma y el tumor de células cebadas
(Medrano, 2007). EIl linfoma, histiocitima y el tumor de células cebadas son
considerados como los diferenciales primarios; sin embargo, el tumor de
Sticker canino es del primero que se sospecha cuando los 6rganos genitales
estan afectados (Ramirez y col., 2007).

Dentro de las neoplasias que afectan vulva y vagina como tal, se han
descrito tanto en hembras caninas, felinas, porcinas e incluso yeguas. Dentro
de la gran gama de tumores se incluye el adenocarcinoma, histiocitoma fibroso,
lipoma, mixoma y mixofioroma, melanoma, osteosarcoma, papiloma y el
leimioma y leimiosarcoma, todos ellos se diagnostican por medio de pruebas

de laboratorio tales como histopatologia e inmunohistoquimica (Radi, 2005).

Por lo tanto, el diagnéstico diferencial de las otras neoplasias y el TVT
canino debe basarse principalmente en criterios clinicos, y de laboratorio tales
como examenes citolégicos e histopatolégicos (Ramirez, et., al 2007),
sobretodo antes de iniciar una opcion terapéutica con el paciente (Beletti y col.,
2004).

5.5 Tratamiento

Las neoplasias son principalmente enfermedades que se caracterizan
por ser altamente diseminadas, que se ponen de manifiesto por el estudio
anatomo-patolégico de una de sus metastasis. El tratamiento no esta
totalmente establecido, salvo en unas pocas situaciones con implicaciones
terapéuticas especificas, y que proponen a cierto tiempo un buen prondéstico. El
tratamiento mas habitual es la quimioterapia empirica con regimenes basados
en los taxanos (paclitaxel o docetaxel) y platinos (cisplatino o carboplatino), con
unos resultados dispares en los diferentes estudios (Khosravi y col., 2004).
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Los antineoplasicos actian de manera que interfieren en el proceso de
sintesis de DNA, RNA y proteinas, provocando asi muerte celular inmediata, a
una primera tentativa division celular (Sousa y col., 2000), la terapia constituye
un método mayormente mas eficiente, disminuyendo el factor de riesgo sobre
todo en animales en un periodo senil, y con menos probabilidades de regresion

tumoral (Sousa y col., 2000).

Desde el punto de vista terapéutico puede expresarse que han sido
diversos los procedimientos que han sido utilizados, la indicacién sin excepcion
para tratar un tumor de comportamiento local comprende, el completo estado
de salud y la edad de los pacientes que se someten a tratamiento (De la Cruz y
col., 2004).

A principios del siglo XX, Sticker fué el primero que realiz6 una remision
quimioterapeudtica con drogas antineoplasicas durante la sexta década,
eventualmente en la octava década del siglo XX se utilizd vincristina como la

principal eleccion en el protocolo de tratamiento (Boscos, 2004)

Anteriormente, el tratamiento para TVT solo se limitaba a la utilizacién
quimioterapia, remision quirdrgica y radioterapia, mientras que la inmunoterapia
no ha tenido resultados eficaces (Boscos, 2004). Sin embargo en estudios
recientes se ha utilizado como base terapedutica intralesional el bacilo Calmette-
Guerin (BCG), el cudl ha ofrecido resultados eficaces de regresion tumoral en
tan solo 63 dias post- tratamiento, este sistema pudiese ser util para la
evaluacion y eficacia de nuevos acercamientos immunoterapeuticos, en

neoplasias establecidas en animales, en este caso el TVT (Hess y col., 1997).

En cuanto a la remision quirdrgica, esta se ha aplicado desde el siglo
pasado, mostrando una taza muy baja en cuanto a resultados eficacia
(regresiones del 30-35 %, debido a que mediante la cirugia fueron
transplantadas células tumorales en la herida), mientras que el empleo de un
electrocauterio hace que la cirugia sea mas sencilla, sin embargo el tratamiento
quirdrgico no es sugerido como la primera opcion, por lo tanto, podria ser

aplicado a aquellos pacientes que Unicamente presentan pequefas
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nodulaciones, con una localizacién accesible, y de esta manera realizar realizar

una reseccion menos invasiva (Boscos, 2004).

En el caso de las cirugias pudiese resultar un control a largo plazo y es por
supuesto un procedimiento que reduce el indice de regresion, obviamente
existen algunas desventajas como por ejemplo, retrasos en la cicatrizacion, y
formacién de tejido fribroso en Organos genitales y riesgos en el proceso

quirargico como tal (Sousa y col., 2000).

Figura 4. Remisién quirargica del tumor venéreo transmisible canino.

Se presume que esta neoplasia es sumamente sensible a la irradiacion,
sin embargo, al carecer de personal calificado, asi como los altos costos en
mantenimiento del equipo hacen que su uso sea extremadamente limitado, por
lo tanto su uso es recomendado en casos donde las primeras elecciones fallan
(Boscos, 2004).

En cuanto al tratamiento con quimioterapia, se puede usar el sulfato de
vincristina con una dosis de 0.6 mg/m? de superficie corporal, una vez por
semana, durante 2 a 6 semanas, tomando en cuenta algunos

cuestionamientos:
a) Tamaio de la neoplasia/grado

b) Si hay o no presencia de metastasis
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c) Curso de la enfermedad

Los pacientes inducidos a tratamiento quimioterapeudtico suelen
recuperarse del todo, sin alterar el comportamiento y la capacidad reproductiva
(Boscos, 2004).

Se menciona que los perros afectados menores de un afio de edad en
etapas inciales de progresion, suelen ser tratados facilmente con un resultado
favorable, y el caso de cronicidad mayor a un afio, es comun notar resistencia
al tratamiento, exigiendo una extensién de la terapia sin asegurar resultados
acertados, el efecto en cuanto al tratamiento con sulfato de vincristina es alto,
sin embargo, existen ciertas limitantes si el protocolo es interrumpido a la mitad

de la terapia (Boscos, 2004).

Existen algunos nddulos que no presentan hemorragias después de
haberse frotado (de menos de 0.5 cm), lo cual no es una razon suficiente y

fundamentada de abandonar una terapia (Boscos, 2004).

Pueden surgir algunos efectos colaterales temporales por lo general 1 o
2 dias posteriores a la terapia con vincristina tales como: anorexia parcial y
depresion, y pudiese haber una ligera disminucion en la cuenta de glébulos
blancos/leucopenia transitoria (Boscos, 2004), ademas de alopecia (poco
significativa) y en muy pocas ocasiones indicios de nauseas, vomito y /o

diarrea (Sousa y col., 2000).

Es sumamente importante que antes de iniciar la quimioterapia con
vincristina, debe evaluarse el estado de salud general del paciente, y durante
la terapia es necesario llevar la cuenta del nimero leucocitario, al menos en

intervalos de una semana (Boscos, 2004).
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5.5.1 Alternativa terapéutica

Protocolo COP (Ciclofosfamida, vincristina,prednisona). Este protocolo
se administra en ciclos de 3 semanas (21 dias). Consiste en el empleo de

vincristina, ciclofosfamida y prednisona.

Semana 1 (dia 1)

A) Comenzar aplicando prednisona 1 mg/kg por dia oral (continuar
tratamiento todos los dias).

B) Sulfato de Vincristina 0,75 mg/m? EV.

C) Ciclofosfamida 200-250 mg/m? oral durante 2-5 dias

Semana 2 (dia 10)

A) Vincristina 0,75 mg/m? EV.
Semana 3 (dia 21)

A) Vincristina 0,75 mg/m? EV.
Semana 4 (dia 28)

A) Vincristina 0,75 mg/m? EV
B) Ciclofosfamida 200-250 mg/m? oral durante 2-5 dfas (Ripa, 2006)
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VI MATERIAL Y METODOS

6.1 Marco de referencia

La Comarca Lagunera esta situada en la parte central de la porcion norte
de los Estados Unidos Mexicanos. Se encuentra ubicada entre los meridianos
102° 22’y 104° 47’ longitud oeste y los paralelos 24° 22’ y 26° 23’ latitud norte.
La altura media sobre el nivel del mar es de 1,139 metros. Cuenta con una
extensidbn montafiosa y una superficie plana donde se localizan las areas

agropecuarias y urbanas.

La topografia de la Region Lagunera en términos generales es plana y
de pendientes suaves, que varian de 0.20 a 1.0 metros por kilbmetro,

generalmente hacia el norte y el noroeste.

Esta conformada por parte de los estados de Coahuila y Durango y debe
su nombre a los cuerpos de agua que se formaban alimentados por dos rios: el
Nazas y el Aguanaval, hasta antes de la construccién de las presas Lazaro

Cardenas y Francisco Zarco, que en la actualidad regulan sus afluentes.

La Laguna, como comunmente es conocida la region, esté integrada por
16 municipios, 11 del estado de Durango y 5 del estado de Coahuila (INEGI,
1994; INEGI, 1998).

Este proyecto se llevo a cabo en clinicas ubicadas en esta Region
Lagunera, comprendiendo el municipio de Gémez Palacio, Durango.

6.2 Fase de Campo

Se tomaron 3 muestras de citologia directamente de 6rganos genitales
especificamente de tejido vaginal de hembras afectadas, aparentemente con
signologia relacionada a Tumor Venéreo Transmisible. Se remitieron en

laminillas, fijas en alcohol al 96% para tincion y subsecuente diagndstico en
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laboratorio, mediante citologia vaginal exfoliativa utilizando como complemento

la tincién de Papanicolau.

Al finalizar esta técnica y ser presentadas como positivas a TVT,
posteriormente se tomaron muestras de tejido tumoral por medio de biopsia

incisional.

6.3 Fase de laboratorio

El estudio citolégico se realizé en el laboratorio de patologia de la
Unidad de Diagnostico del Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la

Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna.

Eventualmente se remitieron 3 muestras de tejido positivo a TVT a la
Universidad Autbnoma de México para evaluacion por medio de microscopia

electrénica de transmisién (MET)

6.3.1 Consideraciones generales

a) La citologia exfoliativa es el examén de células “descamadas” o
individuales sin relacién con la estructura arquitectonica general del
tejido de origen. La recoleccion de células exfoliativas es una biopsia del
tipo sin sangre porque las células se han descamado de la superficie de
los recubrimientos de diversas cavidades o conductos corporales de las
neoplasias.

b) La citologia debe ser un coadyuvante de la biopsia y del estudio
histopatolégico pero nunca un sustituto

c) Los métodos simples y rapidos para el examén citolégico de liquidos y
masas solidas pueden ayudar al médico que tiene acceso a una
centrifuga y a una tincién simple

d) Una prueba positiva es muy importante; la ausencia de células
tumorales no excluye la presencia de neoplasia y puede considerarse
como no concluyente ( Maxine, 1991)
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6.3.2 Seleccién del material de estudio

Al extraer la muestra de tejido tumoral para su posterior remision deben
tomarse algunas consideraciones:

» Haber determinado que se quiere estudiar

* Revision de la literatura

» Establecer protocolo de fijacion

» Conocer el lugar a donde se llevara a procesar el material de estudio

» Conocer la persona que procesara y sera responsable del proceso

Material
» Fijador a emplear: en este caso, se empleara glutaraldehido al 2.5%, pH

7.4,0.1M
* Envases, tubos o viales (plastico o vidrio) nuevos
* Gradilla

» Superficie de corte: tablas de parafina
* Navajas de bisturi o de rasurar

* Pinzas o aplicadores de madera

» Pipetas de vidrio o plastico

» Caja de transporte con refrigerantes

Figura 6. Material requerido por el laboratorio de microscopia electrénica de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (Cedillo, 2007).
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Metodologia
» Preparacion de la solucion fijadora
10 ml de Glutaraldehido 2.5%, pH 7.4, 0.1M
En un tubo vacutainer, tipo falcon o probeta, agregatr:
— 9.5 ml de solucién amortiguadora
— 0.5 ml de Glutaraldehido 50%
Agitar hasta obtener mezcla homogénea (esta mezcla debera ser cristalina
en su totalidad)

» Seleccion de material de estudio:
— En este caso, del tejido tumoral (TVT), se tendran que recolectar
fragmentos de 1 a 2 mm?®
— Depositarlos inmediatamente en la solucion fijadora
» Tiempo de fijacion: 2 horas (4°C)
* La cantidad de solucion fijadora debera cubrir en su totalidad el tejido
seleccionado

Se puede obtener un fragmento de tejido de mayor tamafio, depositandolo
en la superficie para corte (base de parafina) y manteniéndolo cubierto con la

solucion fijadora.

Una vez recolectadas las muestras, se mantienen libres de la luz y en
refrigeracion hasta su remision al laboratorio. Las muestras se pueden proteger

con papel aluminio.
Al ser recibidas en el laboratorio de Microscopia Electronica, se llevaron a

cabo una serie de pruebas para determinar si cumplian con los requisitos

necesarios para su posterior procesamiento.
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6.3.3 Descripcion del procesamiento de las muestras

Si el tejido remitido para estudio de MET es mayor a 0.5 cm, tanto de
grosor como ancho y largo, se procede a cortar el tejido (cubierto con 1 a 2 ml
de solucidn fijadora o amortiguadora) sobre una base de parafina, con el fin de

obtener fragmentos de 2 a 3 mm?® para su procesamiento de rutina.

Una vez fijados (en el caso que corresponda) y fragmentados los tejidos,
las muestras se lavan con la misma solucion amortiguadora (solucion
amortiguadora de cacodilatos, pH 7.4, 0.1 M (5 lavados en movimiento de 10
min c/uno) y se posfijan con tetraoxido de osmio (OsOg,) al 1% por una hora;
transcurrido el tiempo de posfijacion, se lavan las muestras (similar a lo descrito
anteriormente) y se deshidratan con serie ascendente de etanoles (50, 70, 80,
90, 96, 100, 100 y 100%) (10 min en movimiento por cada dilucién).

Posterior a la deshidratacion, se emplea oxido de propileno como
intermediario (dos tiempos de 15 min cada uno) y se infiltran (o0 preincluyen,
son sinbnimos) con mezcla de resina-oxido propileno relacion 2:1 por una hora,
cambiandose después a mezcla de resina-oxido propileno relacion 1:1 por 72
horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se llevan a cabo dos
cambios en resina (una hora a 60°C) para finalmente incluirse los tejidos en
capsulas de agar embebidas con resina por 24 horas 60°C. Para las etapas de

infiltracion e inclusién se emplearon resinas epoxicas EMbed 812.

Una vez procesadas las muestras, se realizaron cortes semifinos de 120
a 150 nm de grosor, se montaron en portaobjetos y se tifieron con azul de
Toluidina con la metodologia de rutina para su revision por microscopia éptica
convencional. Revisados los cortes semifinos, se realizaron los cortes finos de
70 a 80 nm de grosor, se montaron en rejillas de cobre de 200 mesh y se

contrastaron con acetato de uranilo (20 min) y citrato de plomo (10 min).

Finalmente las muestras se revisaron en un microscopio electronico de
transmision, Zeiss EM 900 a 50kv (Cedillo, 2007).
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6.4 Antecedentes de Microscopia Electrénica de Transmision

El estudio de los virus y las enfermedades que desencadenan ha
representado un reto y una necesidad para el avance de las ciencias
biolégicas, dentro de las cuales se encuentra la Medicina Veterinaria. Al final de
los afios sesenta, la microscopia electronica (ME) fue empleada para el
diagnostico rapido de poxvirus humano, con base en su morfologia, lo cual
permitio diferenciarlo de los herpesvirus, causante de lesiones cutaneas
ligeras. Posteriormente, la técnica fue empleada para el diagnéstico de la
hepatitis tipo B y parvovirus Big, en medicina humana. La ME ha permitido el
descubrimiento e identificacion de muchos virus, relacionados con cuadros de
gastroenteritis, tanto en medicina humana como en veterinaria, llegando incluso
a contemplarse como la técnica de eleccion para la identificacion de dichos
agentes (Cedillo, et al., 2006)

El poder de resolucién de los microscopios electronicos ha permitido la
observacion y estudio detallado de estos agentes, lo cual era limitado con
métodos convencionales de microscopia de luz. Los virus se clasifican en
distintas familias, basado en la morfologia viral y son las variaciones que

presentan, la base para su identificacién por ME (Cedillo y col., 2005)

6.4.1 Caracteristicas del Microscopio Electrénico

La potencia amplificadora de un microscopio éptico esta limitada por la
longitud de onda de la luz visible. El microscopio electronico utiliza electrones
para iluminar un objeto. Dado que los electrones tienen una longitud de onda
mucho menor que la de la luz pueden mostrar estructuras mucho mas
pequefias. La longitud de onda mas corta de la luz visible es de alrededor de
4.000 angstroms (1 angstrom es 0,0000000001 metros). La longitud de onda
de los electrones que se utilizan en los microscopios electronicos es de

alrededor de 0,5 angstroms.
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En el microscopio electronico, un haz de electrones incide sobre una
muestra y de la interaccion de estos electrones con los 4&tomos de la misma,
surgen sefiales que son captadas por algun detector o bien, proyectadas

directamente sobre una pantalla.

El sistema Optico-electronico del microscopio electrénico de transmision

esta constituido por las siguientes partes:

1. Canon de electrones
2. Sistema de lentes

3. Pantalla fluorescente

Estos componentes estan ensamblados en una columna vertical la cual se

encuentra en alto vacio.

El cafion de electrones, es la fuente emisora del haz de electrones. Se
encuentra ubicado en la parte superior de la columna. Esta constituido por un
filamento (cétodo), un cilindro con una apertura central, llamado cilindro de
Wehnelt que rodea al filamento y tiene un potencial ligeramente mas negativo

que éste. El dnodo se encuentra por debajo del cilindro de Wehnelt.

El filamento es calentado por el pasaje de corriente (alrededor de 2800
K). Los electrones emitidos termoidnicamente por el catodo son acelerados
hacia el anodo, pasan por la apertura circular central de éste y un haz de alta

energia es emitido hacia la columna del microscopio.

El sistema de lentes estad formado por lentes condensadores objetivo,
intermedia y proyectora. Las lentes condensadoras, en los microscopios, mas
modernos son dos. La primera, proyecta la imagen punto de entrecruzamiento
demagnificada (spot size), mientras que la segunda controla su didmetro y el
angulo de convergencia en que incide sobre la muestra limita al haz que incide

sobre la muestra.

La lente objetivo forma la primera imagen, localizada debajo del
especimen. Es considerada el componente mas importante del microscopio

electrénico. Cualquier defecto en ésta, serd magnificado y transmitido al resto
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del sistema O6ptico. Por lo tanto, de ella dependen, en gran medida, la

resolucidn final y la correccion de las aberraciones.

Las lentes intermedia y proyectora son las encargadas de amplificar la

imagen dada por la lente objetivo y proyectarla sobre la pantalla fluorescente.

La pantalla del microscopio electronico de transmision estd recubierta
por una pintura de fluoruros de (Zn) y (Cd), que fluoresce cuando es
bombardeada por electrones, generando una imagen en el rango de las

longitudes de onda del visible.

Mediante el microscopio electronico de transmisiéon podemos estudiar la
ultraestructura de un material organico o inorganico. Para esto, existen
diferentes formas de operacion que posibilitan el estudio de una caracteristica
en particular. Entre las aplicaciones del TEM para el estudio de materiales no-

biolégicos y biolégicos podemos nombrar:

Determinacién de estructura cristalina en minerales, metales, etc.
Estudio de catalizadores.

Determinacién de impurezas, precipitados, etc.

Identificacion de bordes de grano e interfaces en metales.
Estudio de fases y zonas cristalinas en polimeros.

o gk~ wpnRE

Determinacion de tamafio de particula en catalizadores,

minerales, etc.

~

Identificacion de planos cristalinos.

8. Cambios estructurales de materiales sometidos a diferentes
tratamientos térmicos.

9. Realizacibn de estudios de histoquimica para identificar
compuestos especificos.

10.Estudios de ultraestructura de tejidos vegetales y animales.

11.Reconocimiento de virus.

12.Estudios de citoquimica.

13.Estudios de estructuras moleculares.
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Figura 7. La imagen muestra como esta constituido un microscopio electronico

de transmision, y de que manera es captada la imagen a través del tejido.

Figura 8. La imagen muestra las partes que constituyen el Microscopio
electronico de transmision.
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VIl RESULTADOS

RESULTADO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
Identificaciéon: Caso 1

Especie: Canino
Raza: Criollo
Género: Hembra
Edad: 9 afios

Descripcién Citoldgica

Se observaron células epiteliales superficiales e intermedias en un fonfo
sucio proteinaceo con detritos celulares y neutrofilos con flora bacteriana
cocoide y presencia de células redondas con escaso citoplasma, moderado
pleomorfismo con nucleo evidente, cromatina dispersa y escasas mitosis
atipicas.

Diagnostico Citologico

Tumor de estirpe mesenquimal con caracteristicas citolégicas benignas
pero de comportamiento irregular. Los hallazgos encontrados sugieren a lo
descrito en el tumor venéreo transmisible.

Descripcién Ultraestructural

Se revisan secciones de tejido tumoral con perdida moderada de su
estado de preservacion debido al método de fijacion empleado, apreciandose
células tumorales con dos patrones morfolégicos distintos, en el primero se
aprecian escasas células definidas y bien diferenciadas entremezcladas con
células en diferente grado de degeneracion (segundo grupo celular, abarcando
del 85 al 90% del componente celular tumoral) y células inflamatorias.

Las células bien diferenciadas son de forma poliédrica a pleomorfica,
presentando anisocitosis marcada con relacion nucleo-citoplasma de 1:1 a 1:2.
la membrana citoplasmética carece de definicion en la mayoria de la células
tumorales, debido al método de fijacibn empleado; el citoplasma es fino
granular de moderada densidad con escasos organelos preservados donde se
incluyen mitocondrias, aparato de Golgi, formaciones vesiculares, reticulo
endoplasmico rugoso y liso. El nucleo de las células es de poliédrico a
pleomoérfico con membrana nuclear definida presentando invaginaciones,
identaciones y pseudoinclusiones prominentes, cromatina fina granular de
moderada densidad, de uno a dos nucleolos prominentes centrales de aspecto
reticular o nucleolonematoso y escasos granulos de peri e intercromatinianos
electrodensos distribuidos aleatoriamente. En este tipo de células no se
apreciaron estructuras sugerentes a particulas virales.
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Las células en degeneracion se encuentran compactadas de forma
alargada, poliédrica o pleomorfica; presentan membrana citoplasméatica no
definida, contenido citoplasmatico opaco y con mayor densidad en
comparacion con las células del grupo anterior; las mitocondrias y reticulo
endoplasmico se observan dilatados en grado ligero a severo, aunado a un
incremento en formaciones vesiculares con contenido homogéneo de
moderada densidad, el resto de los organelos no se aprecian definidos con
claridad.

El ndcleo presenta forma poliédrica a pleomoérfica con invaginaciones,
escotaduras y pseudoinclusiones evidentes, acumulos de cromatina plegados a
la periferia, nucleolo prominente de aspecto grueso granular electrodenso. En
este tipo de células no se apreciaron estructuras sugerentes de particulas
virales.

El componente de células neoplasicas de ambos grupos representan del
40 al 50% del tejido evaluado, encontrandose entremezclado con abundantes
células inflamatorias  (linfocitos,macrofagos, neutrofilos), fibroblastos,
abundante colagena, detritus celulares y vasos sanguineos.

Diagnoéstico Ultraestructural

Células neoplasicas sugerentes a las descritas en el tumor venéreo
transmisible

Comentario

No se apreciaron particulas virales en el citoplasma o nudcleo de las
células evaluadas, ni cambios ultraestructurales sugerentes de replicacion viral
intracelular.

La mayoria del tejido evaluado presentd cambios degenerativos con
presencia de respuesta inflamatoria y de reparacion (fibroblastos y colagena),
que con base en la literatura, son elementos presentes en tumores en estado
de involucioén o regresion.
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No. de Caso: P 07-5512
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Figura A. Componente celular del tejido tumoral evaluado. Del lado izquierdo de la imagen se
observan células degeneradas (CD) de forma y ntcleo pleomorfico con nucleolos prominentes; el
citoplasma es escaso y contraido, de moderada densidad, presentando formaciones vesiculares
(flechas) de diferentes tamarios, intersticialmente se observan paquetes irregulares de colagena (co)
en diferente cantidad; del lado derecho se aprecian células bien diferenciadas (CB) de forma
pleomorfica con presencia en citoplasma de reticulo endoplasmico rugoso (rer) y mitocondrias (*), el
ntcleo es pleomorfico con identaciones evidentes y nucleolo prominente. Aumento: 3000x.
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RESULTADO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
Identificaciéon: Caso 2

Especie: Canino
Raza: Criollo
Género: Hembra
Edad: 10 afos

Descripcion Citologica

Se observaron células epiteliales superficiales e intermedias en un fonfo
sucio proteinaceo con detritos celulares y neutrofilos con flora bacteriana
cocoide y presencia de células redondas con escaso citoplasma, moderado
pleomorfismo con nucleo evidente, cromatina dispersa y escasas mitosis
atipicas.

Diagnéstico Citologico

Tumor de estirpe mesenquimal con caracteristicas citolégicas benignas
pero de comportamiento irregular. Los hallazgos encontrados sugieren a lo
descrito en el tumor venéreo transmisible.
Descripcién Ultraestructural

Se revisan secciones de tejido compuesto por células fusiformes y
paquetes de colagena, de laxo a denso irregular, con presencia de formaciones
acinares y pseudoglandulares compuestas por células de tipo epitelial; asi
mismo, se aprecian escasos vasos sanguineos.

Sin diagnéstico, material inadecuado
Comentario

El tejido remitido para estudio ultraestuctural no corresponde con el

referido en la historia clinica, posiblemente sea tejido adyacente al tumor, como
la mucosa vaginal.
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RESULTADO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
Identificaciéon: Caso 3

Especie: Canino
Raza: Criollo
Género: Hembra
Edad: 12 afios

Descripcién Citolégica

Se observaron células epiteliales superficiales e intermedias en un fonfo
sucio proteinaceo con detritos celulares y neutréfilos con flora bacteriana
cocoide y presencia de células redondas con escaso citoplasma, moderado
pleomorfismo con nucleo evidente, cromatina dispersa y escasas mitosis
atipicas.

Diagndstico Citoldgico

Tumor de estirpe mesenquimal con caracteristicas citoloégicas benignas
pero de comportamiento irregular. Los hallazgos encontrados sugieren a lo
descrito en el tumor venéreo transmisible.

Descripcion Ultraestructural

Se revisan secciones de tejido tumoral con perdida moderada de su
estado de preservacion debido al método de fijacion empleado, apreciandose
células tumorales con dos patrones morfolégicos distintos, en el primero se
aprecian escasas ceélulas definidas y bien diferenciadas (abarcando del 80 al
85% del componente celular tumoral); mientras que el segundo grupo lo
conforman células con diferente grado de degeneracion.

Las células bien diferenciadas son de forma redondeada a poliédrica,
con escasas células de aspecto morfoldgico. Las células presentan anisocitosis
moderada con relacion nucleo-citoplasma de 1:1 a 1:2. La membrana
citoplasmatica carece de definicion en la mayoria de la células tumorales,
debido al método de fijacion empleado; el citoplasma es fino granular de
moderada densidad con escasos organelos preservados donde se incluyen
mitocondrias, aparato de Golgi, formaciones vesiculares, reticulo endoplasmico
rugoso y liso; en algunas células se observo formacion de estructuras tubulares
embebidas en el citoplasma. EIl nucleo de las células era redondeado, oval o
arrinonado con membrana nuclear definida presentando de forma aleatoria
discretas invaginaciones y pseudoinclusiones, cromatina fina granular de
moderada densidad, de uno a dos nucleolos prominentes centrales de aspecto
reticular o nucleolonematoso y escasos granulos de peri e intercromatinianos
electrodensos distribuidos aleatoriamente. En este tipo de células no se
apreciaron estructuras sugerentes a particulas virales.
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Las células en degeneracion presentan forma alargada, poliédrica o
pleomdrfica, membrana citoplasmatica no definida, contenido citoplasmético
opaco y con mayor densidad en comparacion con las células del grupo anterior;
las mitocondrias y reticulo endoplasmico se observan dilatados en grado de
ligero a severo, aunado a un incremento en formaciones vesiculares con
contenido homogéneo de moderada densidad, el resto de los organelos no se
aprecian definidos con claridad.

El ndcleo presenta forma poliédrica a pleomorfica con
invaginaciones, escotaduras y pseudoinclusiones evidentes, acumulos de
cromatina plegados a la periferia, nucleolo prominente de aspecto grueso
granular electrodenso; en el interior del nucleo de varias células se aprecia de
forma aleatoria acumulos de particulas poliédricas electrodensas no definidas,
midiendo entre 35 a 42 nm de didmetro, siendo mas grandes que el diametro
de los granulos intercromatinianos (20 25 nm), los cuales son escasos en este
tipo de células.

El componente de células neoplasicas de ambos grupos representan del
50 al 60% del tejido evaluado, encontrandose entremezcladas con tejido
conjuntivo, colagena, vasos sanguineos, detritus celulares y escasos linfocitos.

Diagndstico Ultraestructural

Células neoplasicas sugerentes a las descritas en el tumor venéreo
transmisible, con presencia de algunas células en degeneracion de particulas
intranucleares electrodensas de origen no determinado.

Comentario

No se apreciaron particulas virales en el citoplasma o nudcleo de las
células evaluadas, ni cambios ultraestructurales sugerentes de replicacion viral
intracelular.

Las particulas intranucleares antes descritas se encuentras dentro del
rango de algunos virus descritos para mamiferos como son parvovirus,
papilomavirus, picornavirus o coronavirus, en embargo su morfologia no es
definida ni presentan algun arreglo en particular como lo descrito para las
familias de virus mencionadas. Asi mismo, debido al estado de preservacion
(método de fijacion) y al estado bioldgico en el que se encuentran las células
(células en degeneracion), las particulas referidas podrian corresponder a
agregados o precipitados de cromatina, proteina y/o fibras intranucleares, son
poder determinar en este caso su origen.
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Figura A. Conjunto de células neoplasicas bien Figura B. Célula neoplasica bien diferenciada,
diferenciadas, de forma y ntcleo poliédrico con y de forma arrifionada sin definicion de membrana
sin nucleolos prominentes (flecha); a nivel del plasmatica; en citoplasma se observan vesiculas
citoplasma se conservan algunos organelos pequefias (flechas) y mitocondrias ligeramente
como reticulo endoplasmico, vesiculas y tumefactas (*); el nucleo es arrifionado con
mitocondrias. Aumento: 3000x. nucleolo prominente. Aumento: 7000x.

o

Figura C. Célula neoplasica bien diferenciada Figura D. Comparacién de tipos de células
presentando en citoplasma estructuras tubulares neoplasicas, se observa en la parte superior
y pseudovesiculares con diferente morfologia célula bien diferenciada (cb) e inferiormente una
(flechas). Aumento: 7000x célula degenerada (cd). Aumento: 4400x.
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Figura E. Conjunto de células neoplasicas en degeneracién de forma y nucleo pleomorfico con
nucleolos prominentes; el citoplasma es escaso y contraido, con mayor densidad en comparacion
con las células neoplasicas bien diferenciadas, presentando formaciones vesiculares (flechas) de
diferentes tamarios; observandose en el interior de algunos n(cleos, particulas electrodensas
(circulo) no definidas. Aumento: 3000x

42



7.1 Analisis de Resultados

Los resultados obtenidos indican que del 100% de las muestras
remitidas a citologia exfoliativa de tejido neoplasico genital, positiva a tumor
venéreo transmisible y analizadas por medio de microscopio electronico de
transmision, ninguna arrojé resultados positivos y/o presencia de particulas
virales en citoplasma o ndcleo de las células en evaluacion, ni cambios

ultraestructurales sugerentes de replicacion viral.

43



VIII DISCUSION

TVT es considerada una neoplasia benigna que afecta Unicamente a
caninos, tanto a hembras como a machos en edad reproductiva afectando los
organos genitales externos y ocasionalmente internos (Mello Martins y col.,
2005).

Nuestros resultados coinciden con los de Cockrill; (1975) que hace
referencia de TVT como un tumor de células redondas, que, al llevar a cabo un
estudio ultraestructural observé que las células tumorales en degeneracion
consisten en cambios citoplasmaticos durante sus multiples estadios tumorales,
por lo tanto los cambios avanzan en base a dicha degeneracién; al igual que
Amber y col. (1985) que reportan Unicamente en dos pacientes caninos, que
las células degeneradas y necréticas son caracterizadas principalmente por
una aparente vacuolizacion del citoplasma y la pérdida de los organelos
normales existentes. Del mismo modo en algunas investigaciones se menciona
la presencia de particulas virales tipo “C” en tejido de desarrollo y crecimiento
en las células del tumor venéreo transmisible, al igual que Gonzalez-Angulo y
Hernandez Jauregui que reportaron un hallazgo similar de particulas virales
intracitoplasmaticas  en estas mismas  células, sin embargo,
desafortunadamente no se tuvieron hallazgos que ayudasen a trascender mas

alla estas investigaciones (Amber y col., 1985).
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IX CONCLUSION

Se obtuvieron 3 muestras para citologia vaginal de hembras caninas
sospechosas a TVT, las cuales se remitieron para su analisis al Laboratorio de
Diagnostico de la Universidad Antonio Narro, Unidad Laguna, arrojando

resultados positivos a dicha neoplasia.

Eventualmente se tomaron 3 biopsias de tejido tumoral de dichas
hembras caninas, para su posterior evaluacion por medio de MET en la
Universidad Nacional Autonoma de México, y los resultados obtenidos sugieren
que en las muestras remitidas no hubo ningun hallazgo referente a particulas
virales en citoplasma o0 nucleo de las células evaluadas, ni cambios

ultraestructurales sugerente a replicacion viral.

La mayor parte del tejido evaluado presenté cambios degenerativos con
presencia de respuesta inflamatoria y/o de reparacion (fibroblastos, colagena)
gue con base en la literatura son elementos presentes en las neoplasias en

estado de involucion o regresion.

De acuerdo a lo expuesto y a las investigaciones revisadas se sugiere
realizar estudios mas completos en caninos con TVT, ya que no puede ser aun
descartada la posibilidad de que en algun estadio de la neoplasia se
encontrasen cambios en la ultraestructura sugerentes a alguna replicacion viral.
Se recomienda el uso de microscopia electrénica como medio de evaluacién

celular.
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