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RESUMEN

El tumor venéreo transmisible canino es uno de los tres canceres transmisibles
observados en mamiferos, siendo un cancer contagioso que se transmite
naturalmente entre perros mediante una trasferencia alogénica de células
neoplasicas vivas principalmente en el momento del coito. Se ha estimado que este
tumor trasmisible surgié hace 11.000 afios y a partir de ese momento empezo su
viaje a colonizar el mundo, hasta el dia de hoy mostrando una distribucién mundial
sustentada en reportes de caso en los cinco continentes. Estas células al momento
de implantarse pueden evitar la respuesta inmune del hospedero escapandose de
la barrera del complejo mayor de histocompatibilidad. Mostrando una actividad
inmunoldgica diferente en sus fases de progresion y regresion. El objetivo de este
estudio fue evaluar la expresion inmunohistoquimica de subpoblaciones linfocitarias
en la regresion tumoral de pacientes sometidos a quimioterapia como tratamiento
del tumor venéreo transmisible canino, la relacién que pueda existir con la respuesta
al tratamiento y la fase histopatoldgica en que se encuentre antes y durante la
tercera semana de tratamiento. Para el presente estudio se utilizaron fragmentos de
TVTC 24 caninos antes de iniciar quimioterapia con sulfato de Vincristina,
igualmente se tomaron 15 fragmentos durante la tercera semana posterior inicio de
tratamiento antes de la aplicacion de la cuarta sesién de quimioterapia. Se realizd
inmunohistoquimica para la expresion de anticuerpos CD3, CD8 y CD79 de las
muestras de TVTC obtenidas. CD3 y CD8 mostraron aumento en la expresién en
comparacion con CD79, principalmente en los pacientes que requirieron un numero
mas elevado de sesiones de quimioterapia, ademas, se observé mayor expresion
de CD8 en las muestras en la fase de regresion y disminucion significativa en la
marcacion de CD3 y CD8 durante el tratamiento sugiriendo que el uso de sulfato de
vincristina puede afectar la respuesta inmunolégica intratumoral del TVTC. Desde
su primer reporte hace cerca de 140 afios el TVTC ha despertado el interés de
cientificos convirtiéndolo en un modelo de estudio de comportamiento, desarrollo,

inmunologia y origen del cancer en animales.

Palabras claves: Cancer transmisible; Perro; Alogénico; Complejo Mayor de
Histocompatibilidad; Reordenamiento gendmico; Neoplasia, Quimioterapia.

8



1. INTRODUCCION

El tumor venéreo transmisible canino (TVTC), Tumor Facial del Demonio de
Tasmania (DFTD por sus siglas en Ingles) y sarcoma del Hamster Sirio Dorado son
los unicos ejemplos actuales de tumores transmisibles que afectan mamiferos.
TVTC y DFTD se propaga como un aloinjerto trasmisible de manera natural a través
de trasferencia directa de las células cancerigenas (Ostrander, Davis, and
Ostrander 2016), mientras que el sarcoma del Hamster Sirio Dorado se transmite
por inoculacion experimental de colonias de laboratorio y por medio de picaduras
de mosquito que cumple la funcion de vector (Banfield, W. G., Woke, P. A., MacKay,
C. M., & Cooper 1965). TVTC tuvo sus primeras descripciones y reportes en el siglo
XIX, documentandose en la ciudad de Londres como uno de los dos unicos tipos de
cancer que afectaba al perro (Blaine, 1810) y el primer trasplante experimental
exitoso fue en 1876 realizado por (Nowinsky, 1876), quien ademas lo defini6 como
un tumor histiocitico. Este cancer contagioso se transmite de manera horizontal por
el contacto directo entre las células neoplasicas presentes en el tumor y las
mucosas erosionadas de otro individuo de la misma especie (Ganguly, Das, and
Das 2013), evadiendo la respuesta inmunoldgica linfocitaria y la barrera del
complejo mayor de histocompatibilidad, quien es el encargado de reconocer lo
propio como propio y lo extrano como extrafio (Belov 2011). Los principales
momentos en que el contagio puede llegar a darse son el coito, lamido y olfateo
(Das and Das 2000). Este tumor transmisible también es conocido como sarcoma
venéreo, tumor de sticker, granuloma venéreo o sarcoma infeccioso. Afecta a
caninos domésticos (Canis lupus familiaris) de ambos sexos sin importar la raza,
ademas de algunos perros salvajes sociales como el lobo gris (Canis lupus) y el
coyote (Canis latrans) (vonHoldt and Ostrander 2006), mostrando una alta
incidencia en la poblacién canina callejera por falta de control reproductivo. TVTC
es uno de los tumores de células redondas cuyo diagndstico final se realiza a partir
de los hallazgos citolégicos, clinicos e histoldégicos (Duncan and Prasse 1979), la
citologia al ser una técnica rapida y poco invasiva es el método de eleccion en el

diagndstico de casos sospechosos (Amaral et al. 2007), la evaluacion histolégica no
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solo permite mayor precision diagnostica en algunos pacientes sino que ademas
para el caso del TVTC ha permitido clasificar las fases de su desarrollo tumoral en
progresion, regresion temprana y regresion tardia (Mukaratirwa and Gruys 2003),
igualmente en algunos casos atipicos donde se dificultad el diagnostico se pueden
utilizar pruebas moleculares como el PCR (reaccion en cadena de polimerasa)
amplificando un reordenamiento gendémico que solo existe en las células de TVTC
llamado LINE-MYC, considerandose una herramienta util de confirmacion
diagnostica (Castro et al. 2017). Algunos autores han propuesto diferentes origenes
celulares para esta neoplasia coincidiendo principalmente en las células histociticas
al encontrar expresion de marcadores inmunohistoquimicos para macroéfagos,
aunque se resalta igualmente que estos marcadores no fueron totalmente
confiables para todos los casos estudiados (Marchal et al. 1997; Mozos et al. 1996;
Pérez, Day, and Mozos 1998). Un estudio mas reciente ha mostrado negatividad
con similares marcadores descartando cualquier relacién con el origen histiocitico
(Mascarenhas et al. 2017). Durante mucho tiempo se mantuvo la hipétesis que la
transmision natural de este tumor se debia a que se comportaba como un aloinjerto,
hace cerca de 16 afos esta hipotesis fue puesta a prueba en un estudio usando
diferentes marcadores genéticos, concluyendo que en el caso del TVTC el agente
etioldgico responsable son las mismas células tumorales proveniente de una célula
somatica que logro evolucionar y comportarse como un parasito transmisible
(Murgia et al. 2006). Mostrando que en el caso del TVTC se trata de la misma célula
neoplasica originada en un individuo hace miles de afos con la capacidad de
propagarse entre los caninos como una linea celular contagiosa (Murchison et al.
2014; Murgia et al. 2006; Rebbeck et al. 2009). Esta neoplasia presenta un
comportamiento muy particular en la respuesta inmunoldgica del huésped, donde
algunas citoquinas, el infiltrado linfocitario y la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad varian su participacion y accién en el microambiente tumoral en
las fases de desarrollo del TVTC (Belov 2011; Hsiao et al. 2004, 2008; Siddle and
Kaufman 2015). Analisis adicionales sobre las subpoblaciones linfocitarias que
infiltran el tumor han mostrado porcentajes mayores de linfocitos T y B en la fase de

regresion en comparacion con la fase de progresion, es en este punto cuando el
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tumor se vuelve vulnerable a la respuesta antitumoral por parte del huésped
(Chandler and Yang 1981; Hsiao et al. 2002). Aunque el fendbmeno de evasién
inmunoldgica se ha estudiado al menos en cinco modelos de cancer animal (Fassati
and Mitchison 2010), TVTC es considerado por algunos autores como el tumor
modelo animal ideal para el estudio de las diferentes interacciones entre la
respuesta inmune del individuo afectado y las células cancerigenas (Chou et al.
2009). De esta forma, evaluar la respuesta de subpoblaciones linfocitarias antes y
durante el tratamiento quimioterapéutico usando el medicamento eleccién como es
sulfato de vincristina puede proporcionar datos importantes sobre como la terapia
puede afectar o potencializar la respuesta inmunoldgica por parte del huésped
afectado, ademas si esta tiene alguna relacién con la evolucion, el tiempo y
prondstico en pacientes que alcanzan la regresion tumoral completa, contribuyendo

a la ampliacion de la informacion en lo que respecta a la patogenicidad del TVTC.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Existe alguna relacion entre la expresiéon inmunohistoquimica de
subpoblaciones linfocitarias CD3, CD8 y CD79 con la regresion del
tumor venéreo transmisible canino en pacientes sometidos a
quimioterapia con sulfato de Vincristina? ¢ Cémo se relacionan o se
alteran estas expresiones con las fases del tumor venéreo
transmisible canino durante la quimioterapia?
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3. JUSTIFICACION

La respuesta inmune en las diferentes enfermedades es clave para la recuperacion
y salud de los animales. En el caso del cancer transmisible se observa un
comportamiento particular de esta respuesta que permite la transmision entre
individuos de la misma especie, los mecanismos por lo que esto se da han sido
estudiados desde diferentes puntos de vista, siendo uno de los mas importantes la
respuesta linfocitaria y como las diferentes subpoblaciones de esta linea celular
infiltran la neoplasia ayudando en el proceso de regresion tumoral. Es asi como en
el presente proyecto se investigd sobre la expresion inmunohistoquimica de
marcadores para linfocitos T y B en tejidos de TVTC antes y durante el tratamiento
con Vincristina de acuerdo al tiempo de recuperaciéon que haya mostrado cada uno
de los pacientes tratados. Igualmente, si esta marcacion tiene una relacion con las
fases de clasificacion histopatolégica y los tiempos de duracién del tratamiento
hasta observar una regresion tumoral total. La utilidad de este estudio investigativo
radica en el hecho que permite indagar la relacidén que tiene la quimioterapia con
sulfato de vincristina y la respuesta inmune que desarrolla el individuo contribuyendo
a profundizar de esta forma en el tratamiento del TVTC.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Tumor venéreo trasmisible canino

El tumor venéreo trasmisible canino también conocido como sarcoma veneéreo
trasmisible, sarcoma de Sticker, granuloma venéreo y sarcoma infeccioso (Ganguly
et al. 2013), es una neoplasia contagiosa que afecta perros domésticos (canis lupus
familiaris) y algunos miembros con comportamiento social de la familia de los
canidos (vonHoldt and Ostrander 2006), Incluyendo lobos, zorros y coyotes
(Mukaratirwa and Gruys 2003). La epidemiologia sugiere que el TVTC no presenta
preferencia sexual (Strakova and Murchison 2014) y puede afectar indistintamente
cualquier raza canina (Murchison 2009). La transmision del TVTC se da como un
aloinjerto natural por transferencia fisica de las células cancerigenas principalmente
durante el coito (Murgia et al. 2006). Convirtiéndolo en un cancer de transmision
sexual que se manifiesta principalmente en la region genital de machos y hembras
(Strakova and Murchison 2015). Se observan dos tipos clinicos de TVTC el genital
y extragenital, este ultimo varia de acuerdo a su ubicacion anatomica presentandose
en piel, cavidad oral, cavidad nasal y mucosa conjuntival(Ganguly et al. 2013;
Rogers, Walker, and Dillon 1998), EI TVTC genital es relativamente simple de
diagnosticar por sus sitios de localizacion principales en las hembras el vestibulo
vaginal y en los machos bulbo del pene (Boscos and Ververidis 2004), mientras que
el diagnostico extragenital es un poco mas ambiguo debido a la forma variable que
este puede presentar en la piel, mucosa nasal y oral (Setthawongsin et al. 2016).
Esta neoplasia presenta un aspecto macroscopico semejante a una coliflor, con
diversas caracteristicas de crecimiento que pueden observase de manera
pedunculado, nodular, papilar o multilobulada con rangos de tamano que varian
desde 5-15cms y una textura que puede ser firme o friable (Das and Das 2000;
Ganguly et al. 2013) (figura 1), ademas su superficie externa frecuentemente se
encuentra ulcerada e inflamada con presencia de sangrado genital como un signo
caracteristico, siendo este ultimo el principal motivo de consulta medico veterinaria.
Este tumor no muestra usualmente un comportamiento maligno, pero podria
presentar metastasis a linfonodos regionales, bazo, higado, rifidn, pulmones vy
cerebro hasta en un 5% de los casos (Kabuusu, Stroup, and Fernandez 2010; Park
et al. 2006; Placke, Hill, and Yang 1987).
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Figura 1.Apeto macroscépido del TVTC genital. (A) Macho canino, forma
de coliflor textura friable (B) Hembra canina, forma nodular textura firme.
Fotografias del autor.

4.2 TVTC y la busqueda de su origen.

La trasmision clonal del TVTC fue sugerida por primera por los investigadores
Nowinsky (1876) y Sticker (1906) debido al éxito de sus experimentos al trasplantar
células neoplasicas. Fue hasta entonces donde se comprobd6 que el TVTC podia
ser transmitido entre perros no emparentados mediante la trasferencia directa de
células cancerigenas o tejido tumoral (Cohen 1985; Murchison 2009). Aunque el
origen celular del TVTC no ha sido del todo definido, estudios inmunohistoquimicos
sugieren que este tumor es de origen histiocito debido a la expresion encontrada en
marcadores para macrofagos (Mozos et al. 1996; Pérez et al. 1998), igualmente, se
han reportado hallazgos de formas amastigote de Leishmania en el citoplasma de
las células de TVTC sugiriendo aun mas el origen histicitico al encontrarse la
presencia de este parasito (Albanese et al. 2002; Catone et al. 2003; Kegler et al.
2013). El primer reporte clinico de TVTC conocido, fue realizado por un médico
veterinario en Londres, quien logro describilo como una masa ulcerada
acompafiada de una infeccion fungica, ubicada en los 6rganos reproductivos
(Murchison et al. 2014). Mucho tiempo después diferentes trabajos de investigacion
genética sobre el TVTC mostraron variables caracteristicas que si se analizan en
conjunto sugieren que el tumor presenta un origen comun y como algunas de estas
mismas le permitieron propagarse alrededor del mundo y mantenerse a través del
tiempo. Un estudio comparativo entre las células de TVTC y las células somaticas
aisladas de caninos domésticos afectados de cinco diferentes continentes
mostraron que existe una estrecha relacion genética entre estas células
neoplasicas, y al mismo tiempo estas difieren completamente de las células
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normales de sus hospederos (Murgia et al. 2006). Ademas, se han encontrado
particulares caracteristicas que han ayudado a entender cada vez mejor este tumor
y como se pudo mantener transmitiendo durante el tiempo. Dentro de estas
podemos mencionar, primero, El cariotipo normal del perro domestico esta formado
de 78 cromosomas, de los cuales 76 son acrocéntricos y un par sexual metacéntrico
(Weber, Nowell, and Hare 1965). En el cariotipo de las células de TVTC el numero
de cromosomas se redujo consistentemente y oscila entre 57 y 59, de los cuales de
16-18 son sub metacéntricos (Fujinaga et al. 1989; Rebbeck et al. 2009; Vermooten
1987). Segundo, las células de TVTC de diversos origenes geograficos coinciden
todas en mostrar la insercion de un elemento de reordenamiento en el gen c-myc,
conocido como LINE/c-myc, este no se encuentra en el genoma normal del perro y
que podria explicar la apariencia, mantenimiento y propagacion de esta neoplasia
(Amariglio et al. 1991; Fonseca et al. 2012; Liao, Lin, et al. 2003b). Se especula que
el LINE/c-myc haya sido la causa de origen del TVTC, pero esto no ha sido probado
(Rebbeck et al. 2009). Finalmente, las evidencias genéticas sugieren que el TVTC
se origino por primera vez hace miles de afos. Estudios de variacién de longitud de
microsatélites indican un origen comun, estimando que el tiempo donde existié un
ancestro comun puede ser de alrededor de 250-2500 afios (Murgia et al. 2006).
Aunque la secuencia del genoma revelo que durante el tiempo de existencia el
TVTC ha adquirido 1.9 millones de mutaciones y ha perdido 646 de sus genes,
estimando un surgimiento de 11.000 afos (Strakova and Murchison 2014).
Convirtiendo en el linaje tumoral mas antiguo que se conoce en la naturaleza, y en
lugar de morir con su primer huésped de origen, las células de este cancer contintan
trasmitiéndose entre los perros en la actualidad (Strakova and Murchison 2015).

4.3 Distribucion del TVTC

TVTC ha sido reportado en muchas regiones del mundo, presentandose casos en
todos los continentes a excepcion de la Antartida durante el siglo XX (Boscos and
Ververidis 2004; Das and Das 2000). Estos reportes son poco frecuentes en el norte
y centro de Europa, al igual que en Norteamérica debido a las politicas de control
de las poblaciones de perros callejeros implementadas en estas areas (Ganguly et
al. 2013). En un estudio realizado por (Strakova and Murchison 2014) a través de
encuesta electronicas a médicos veterinarios y trabajadores relacionados con la
salud animal alrededor del mundo, ha mostrado una prevalencia general estimada
de entre el 0-10% en la mayoria de paises de América del sur y central, asi como
en partes de Asia y Africa. Paradéjicamente, Colombia aparece como uno de los
paises que no registra datos en este estudio. Por el contrario, paises como Canada,
Republica Checa, Finlandia, Holanda, Nueva Zelanda, Suecia, Suiza y el Reino
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Unido. Fueron reportados como libres de TVTC. Igualmente, este estudio sehala
que existe una relacion entre la prevalencia y distribucion mundial de la enfermedad
con el grado del desarrollo socioecondmico de los diferentes paises, Siendo mayor
la prevalencia en aquellos con menor desarrollo.

ElI TVTC es endémico en al menos 90 paises alrededor del mundo (Strakova and
Murchison 2014). Aunque Colombia no hizo parte de los anteriores paises. Algunos
reportes de casos TVTC de pacientes recuperados exitosamente con sulfato de
vincristina han sido documentados en nuestro pais (Martinez, Ballut, and Cardona
2002; Ramirez Bonilla et al. 2015), como también reporte de metastasis atipica de
TVTC al tejido pulmonar (Salamanca S et al. 2008). Igualmente, algunos estudios
epidemioldgicos indicando que la enfermedad esta presente a nivel local, siendo
importante en la casuistica medico veterinaria. Un analisis retrospectivo sobre
prevalencia de las neoplasias diagnosticas en caninos en el laboratorio de patologia
de la universidad de los Llanos, determino que el 15% de la totalidad se trataban
de casos de TVTC, considerandose la neoplasia genital mas comun tantos en
machos como hembras caninas (Bravo T, Cruz-Casallas, and Ochoa A 2010). En
una investigacion realizada por (Arcila-villa, Dussan-lubert, and Pedraza 2017) se
estimé la distribucion y prevalencia del TVTC a nivel de todas las regiones de
Colombia, obteniendo resultados muy similares a los hechos a nivel mundial y
confirmando que esta enfermedad es endémica en el pais, ademas de identificar
como principal reservorio de infeccion la poblacion de perros callejeros. A pesar del
origen antiguo del TVTC, la trasmision global se diversifico solo dentro de los ultimos
cientos de anos, sugiriendo que su propagacioén y distribucién alrededor del mundo
es relativamente reciente (Strakova and Murchison 2014; vonHoldt and Ostrander
2006).

4.4Diagnéstico del TVTC

4.4.1 Citologia

El examen citologico es un método de colecta de muestras celulares que se ha
usado tanto en investigacion cientifica como en diagndstico médico veterinario,
teniendo ventajas por ser una técnica simple, poco invasiva, relativamente rapida y
de muy bajo costo, ademas de permitir observar adecuadamente la morfologia
celular (Amaral et al. 2007; Cowell and Tyler 1989; Gaspar et al. 2010). Mostrando
un alto nivel de eficacia para el diagndstico de lesiones inflamatorias o neoplasicas,
entre las cuales se encuentra el TVTC (Amaral et al. 2004). Este examen es usado
ampliamente en el diagndstico del TVTC, en el estudio retrospectivo de (Brandao et
al. 2002) de 127 casos el 94,6% fueron diagnosticados a través de citologia. En otro
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estudio similar (Amaral et al. 2004) de 3369 casos de neoplasias diagnosticadas
mediante citologia, el 17,1% se trataban de TVTC.

EI TVTC es una neoplasia de células redondas, que necesita diferenciarse de otros
tumores dentro de esta mismo grupo como el mastocitoma, histiocitoma, linfoma,
plasmocitoma y melanoma, al igual que los carcinomas pobremente diferenciados
(Kabuusu et al. 2010; Setthawongsin et al. 2016). Las muestras citolégicas de TVTC
pueden ser colectadas a través de las técnicas de puncién con o sin aspirado.
Dentro de las caracteristicas microscopicas presenta una alta celularidad, con una
morfologia redonda u oval, con variacion de tamarfno entre 14 y 30y y bordes bien
delimitados. Con nucleos redondos u ovales, tamafios variables, frecuentemente
excentricos, cromatina granular, dos nucleolos prominentes y la relacion
nucleo:citoplasma es relativamente alta (Amaral et al. 2007). También puede
observarse mitosis tipicas o atipicas que pueden indicar proliferacién de células
tumorales (Stockmann et al. 2011b), acompafado de células inflamatorias como
neutrofilos, linfocitos, plasmocitos y algunos macréfagos (Duncan and Prasse
1979). La caracteristica citolégica mas destacada del TVTC es la presencia de
multiples vacuolas intra-citoplasmaticas claras (Santos et al. 2005; Thangathurai et
al. 2008), aunque cabe aclarar que no es unica de esta neoplasia.

La morfologia de las células de TVTC durante el examen citolégico han mostrado
similitud con Linfocitos y Plasmocitos, esto ha permitido clasificarlas en subtipos
citomorfologicos como linfocitoide y plasmocitoide respectivamente, cuando
predomina una de estos subtipos mencionados. y en el caso de no haber predominio
morfolégico se considera mixto al ser una mezcla de ambas formas (Amaral et al.
2007; Montoya et al. 2012). El subtipo plasmocitoide ha sido relacionado por
algunos autores como una neoplasia de TVTC de mas dificil manejo clinico que
requiere mayor numero de quimioterapias y en algunos casos mostrar resistencia a
medicamentos usados en el tratamiento o presentacion de metastasis (Gaspar et
al. 2009; Setthawongsin, Tangkawattana, and Rungsipipat 2018; Valencola et al.
2015).

4.4.2 Histopatologia

El examen histopatolégico puede ser usado en aquellos casos donde la citologia no
sea posible de realizar o no confirme el diagnéstico del TVTC. En la histopatologia
del TVTC se observan células redondas, organizadas en masas compactas,
agrupadas en cuerda intercaladas separadas por tejido conectivo (Stockman et al.
2011a), las células tienen un nucleo grande, hipercromatico, redondo, cromatina
clara, nucleolo prominente y citoplasma ligeramente eosinofilico. Se observan
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frecuentemente figuras mitéticas (HAMIR 1985; Islam et al. 2017; OTOMO et al.
1981). Como también se pueden observar células inflamatorias como Neutrofilos,
Linfocitos, Macrofagos y plasmocitos (Girma and Chanie 2015; Tella, Ajala, and
Taiwo 2004).

Aparte de ser una ayuda diagnostica, la histopatologia ha permitido a partir de sus
caracteristicas microscépicas clasificar las fases de desarrollo del TVTC que
pueden ser reconocidas de manera general como fase de progresion y regresion.
Algunos autores han incluido una fase corta en medio de progresion y regresion
nombrandola como fase estable donde el crecimiento y los cambios se detienen
(Chu et al. 2001; Frampton et al. 2018). Otros han diferenciado dos fases de
regresion dentro de un orden secuencial donde se identifican cambios
histopatoldgicos concretos llamando a estas regresion temprana y regresion tardia
(Mukaratirwa et al. 2004; Stockmann et al. 2011b). La fase de progresion se
caracteriza por un elevado numero de células, altas tasas de mitosis y escaso tejido
conectivo, la regresion temprana menor numero de células neoplasicas y presencia
de infiltrado linfocitario y la regresioén tardia donde se pierde el parénquima tumoral
aumentando el tejido de fibroso de reemplazo (Stockman et al. 2011a). Tanto las
caracteristicas como las fases histopatoldgicas se relacionan directamente con la
respuesta inmune intratumoral del TVTC. Convirtiendo esta neoplasia en un
excelente modelo para evaluar la interaccién entre la respuesta inmune del
hospedero y la fase de crecimiento tumoral (Liao, Hung, et al. 2003a).

4.4.3 Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR)

El cancer es considerado una enfermedad genética, en la cual a través del tiempo
se han descubierto muchos genes responsables de la oncogénesis de diferentes
tipos de tumores. Ademas de encontrarse con precision sus mutaciones y la via
como estos actuan (Vogelstein and Kinzler 2004). Existen muchos genes que al
sufrir alteraciones favorecen la formacién de tumores, esto debido a que ellos mismo
son los encargados de la reparacion del ADN, el control del ciclo celular y la
apoptosis. El proto-oncogen c-MYC regula otros genes principalmente encargados
de la proliferacion y la apoptosis celular, pero cuando este tiene alteraciones como
una mutacion puede desencadenar un proceso carcinogénico a partir de la
codificacion de proteinas que favorecen la pérdida de control de la division celular
dando como resultado la formacién de una neoplasia (Adachi et al. 2001; Gartel and
Shchors 2003). Se ha descubierto que el proto-oncogen c-MYC se activa en varios
tumores animales y humanos (Cole 1986; Dang 1999). En el genoma de las células
de TVTC se presenta un elemento de transposicién independiente en la regién del
extremo 5° del primer exén del oncogen c-MYC conocido como LINE-1/c-MYC
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(Amariglio et al. 1991; Liao, Lin, et al. 2003). Diferentes estudios apoyados en
técnicas moleculares, han logrado verificar la presencia de este reordenamiento de
transposicion en todas las muestras analizadas de TVTC provenientes de diferentes
partes del mundo, ademas, de verificar la no presencia del mismo en las demas
células normales del perro (Amariglio et al. 1991; Choi et al. 1999; Katzir et al. 1985;
Mukaratirwa et al. 2004; Murgia et al. 2006). Esta particularidad genémica del TVTC
permite realizar confirmacion diagnostica mediante ensayos cuantitativos de PCR
al detectar el reordenamiento LINE-1/c-MYC especifico para esta neoplasia (Castro
et al. 2017; Fonseca et al. 2012; Setthawongsin et al. 2016; Strakova et al. 2020).
Siendo esta una excelente herramienta diagnostica para diferentes trabajos de
investigacion como también para aquellos casos donde se dificulte el diagndstico
definitivo.

4.5Inmunohistoquimica

La marcacion de células por anticuerpos especificos para la identificacion y
clasificacion tumoral se ha realizado tanto en tejidos en congelaciéon, como en
tejidos fijados en parafina (Caniatti et al. 1996). Algunos estudios mostraron que
anticuerpos usados contra antigenos en humanos, pueden ser usados en el
reconocimiento de tumores en perros y gatos (Williamson and Middleton 1998),
favoreciendo el uso de esta técnica como una herramienta util que ayuda en la
identificacion, clasificacion y prondstico de aquellas neoplasias que muestran dificil
reconocimiento morfolégico (Shi, Cote, and Taylor 1997). Mediante esta técnica se
han detecta una alta inmunoreactividad para vimentina, lisozima y antitripsina en
TVTC (Mozos et al. 1996), al igual que negatividad para desmina. CD3 y CD79 en
un reporte de caso donde el paciente presente metastasis generando dificultad
diagnostica que se podria confundir con linfoma (Park et al. 2006). Siendo esta
ultima neoplasia diferenciada por la inmunohistoquimica cuando es marcada por
anticuerpos CD3 para tipo T y anticuerpo CD79 para linfoma tipo B (Fernandez et
al. 2015), Estos y otros anticuerpos CD pueden ser usados para conocer el
comportamiento bioldgico y la respuesta inmune intratumoral en el TVTC. En
diferentes estudios experimentales se han descripto el uso de marcadores para
identificar poblaciones linfocitarias tipo T y B que junto con marcadores para
determinar tipos de células estromales han caracterizado histologicamente las
etapas de progresion y regresion en el TVTC (Gonzalez et al. 2000; Mozos et al.
1996; Mukaratirwa et al. 2004; Pérez et al. 1998; Trompieri-Silveira et al. 2009).
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4.6 Tratamiento

El TVTC ha mostrado respuesta favorable a diferentes tipos de tratamientos como
cirugia, radioterapia o quimioterapia, siendo esta ultima considerada la mas efectiva
(Rogers et al. 1998), La recesién quirurgica fue por mucho tiempo la terapia de
eleccion, pero la localizacion anatdmica y la mala delimitacion de los bordes hacian
que se presentara recurrencia del TVTC (Batamuzi and Kessy 1993; [dowu 1984).
La terapia de radiacion muestra efectividad en caso de tumores focales o como
solucién a casos de resistencia a la quimioterapia, aunque su limitante es el uso de
un equipo especializado (Rogers et al. 1998). Existen diferentes medicamentos que
han sido reportados como unico agente terapéutico para el tratamiento del TVTC
entre estos se encuentra la vincristina, vinblastina, ciclofosfamida, doxorrubicina y
metotrexato (Amber et al. 1990; Cizmeci et al. 2012; Ganguly et al. 2013; Paranzini
et al. 2015; Regmi et al. 2020; Scarpelli, Valladao, and Metze 2010; Singh et al.
1996). Igualmente algunas quimioterapias combinan con otros medicamentos como
la ivermectina mostrando regresion total tumoral y minimizando efectos adversos
(Ferreira et al. 2020) y el uso intratumoral de interferon alfa-2a humano
recombinante que mostro reducir los tiempos de tratamiento (Kanca et al. 2018). De
todos los tratamiento usados y analizados experimentalmente la vincristina usado
como Unico medicamento semanalmente a dosis de 0.025mg/kg o 0.5-0.7 mg/m?
ha mostrado buenos resultados de respuesta y efectos secundarios minimos (De la
cruz et al. 2015; Vermooten 1987), los cuales pueden ser mielosupresion leve,
anorexia, vomito, diarrea y neutropenia (Tomiyasu et al. 2010). La vincristina es un
vinca alcaloide de origen vegetal usado como un importante agente anticancerigeno
cuyo mecanismo de accion es disminuir la dinamica y el ensamblaje de los
microtubulos, provocando una interrupcién de la divisidn celular en la metafase
(Lobert, Vulevic, and Correia 1996), este medicamento debe administrarse
exclusivamente por via intravenosa de lo contrario causa irritacion perivascular y
necrosis (Booth 1994). En aquellos casos donde se han presentado respuesta nula
o parcial al tratamiento indicando algun tipo de resistencia a la vincristina, se ha
usado doxorrubicina como el quimioterapéutico alternativo (Rogers et al. 1998;
Stettner et al. 2005), en dosis de 30mg/m? cada 3 semanas ha mostrado buenos
resultados con entre 2-3 sesiones (Cizmeci et al. 2012).

4.7Respuesta Inmune TVTC

La respuesta inmune de los caninos frente al TVTC presenta dentro de sus
principales caracteristicas la infiltracion tumoral de Linfocitos T, Linfocitos B y
macrofagos, los cuales muestran variable comportamiento durante el crecimiento y
la regresion tumoral, destacandose un aumento de estas células infiltrantes durante
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la fase de regresién (Chandler and Yang 1981; Chu et al. 2001; Gonzalez et al.
2000; Mukaratirwa et al. 2004). Los linfocitos T CD8 en el infiltrado tumoral tienen
un comportamiento particularmente transicional desde la fase crecimiento hasta la
regresion (Chandler and Yang 1981; Pérez et al. 1998; Placke et al. 1987), Aunque
este comportamiento todavia no esta del todo claro debido a los mecanismos
subyacentes, muestra que para el objetivo de evitar la respuesta inmune contra el
TVTC, el hospedero usa una variedad de estrategias que incluyen la perdida de
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y la liberacion de
citocinas inmunosupresoras (Siddle and Kaufman 2015). Se ha observado en las
células de TVTC que cambian la expresion de su CMH en las diferentes fases de
este tumor, mostrando que en la fase de progresion no se expresa el CMH contrario
a la fase de regresion donde se expresa el CMH (Hsiao et al. 2002; Pérez et al.
1998; Yang, Chandler, and Dunne-Anway 1987). Durante la fase progresion, menos
del 5% de las células de CTVT expresan moléculas CMH tipo | o CMH tipo IlI; se
cree que la regulacion de la baja en la expresién de genes CMH se debe a
mecanismos epigenéticos, y que probablemente esto conlleve a la evasion de la
respuesta inmune por parte de los linfocitos T (Hsiao et al. 2002, 2008; Murgia et al.
2006; Pérez et al. 1998; Yang et al. 1987). Por el contrario, alrededor del 40% de
las células de TVTC expresan moléculas de CMH durante la fase de regresion; este
efecto probablemente sea por accion del interferon gamma (IFN-y), proveniente de
los linfocitos que infiltran el tumor (Hsiao et al. 2002, 2008; Pérez et al. 1998; Yang
et al. 1987). Sin embargo, la secrecion del factor de crecimiento transformante de
citocinas beta (TGF-B) por parte de las células de CTVT logra inhibir el efecto del
INF-y suprimiendo la expresion de CMH, favoreciendo la inmunosupresion de los
linfocitos y las células asesinas naturales (Hsiao et al. 2002, 2004, 2008).
Igualmente, el TVTC parece necesitar mantener en su microambiente local un
efecto inmunosupresor en la fase de progresion; esto es coherente con las
dinamicas clinicas que muestra con respecto a la metastasis, una situacion poco
frecuente, observandose en animales inmunosuprimidos (Cohen 1985; Park et al.
2006; Placke et al. 1987). Ademas, se ha demostrado que la liberacion de
interleuquina 6 (IL6) por parte de los Linfocitos que infiltran el TVTC bloquean el
TFG-B, lo que permite que el INF-y estimule la expresion de CMH favoreciendo la
respuesta inmunoldégica intratumoral y la regresion tumoral (Hsiao et al. 2004, 2008;
Liao, Hung, et al. 2003).

Sin embargo, es muy importante resaltar que algunos de estos estudios que buscan
crear la base de la respuesta inmunolégica para el caso del TVTC, usan
metodologias aplicadas en otras especies animales o cuando lo realizan en caninos
son contagios inducidos bajo experimentacion (Chou et al. 2009; Harmelin et al.
2002; Mizuno et al. 1989), Lo que podria generar diferencias en comparaciéon con
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infecciones naturales que implica muchas mas variables que podrian afectar el
desarrollo del TVTC.

Finalmente, se ha especulado que aquellos casos de regresion espontanean de
TVTC donde el hospedero no se le realiza ningun tipo de terapia, es debido a la
recuperacion de la expresion del CMH. Puede que lo anterior no sea solo una
estrategia de evasion del sistema inmune, sino una adaptacion desarrollada para
garantizar un margen de tiempo suficiente para la transmisién tumoral, manteniendo
una poblacién de hospederos viables (Belov 2011; Fassati and Mitchison 2010;
Murgia et al. 2006; vonHoldt and Ostrander 2006).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la expresion inmunohistoquimica de subpoblaciones linfocitarias en la
regresion tumoral de pacientes sometidos a quimioterapia como tratamiento del
tumor venéreo transmisible canino.

5.20bjetivos especificos

Determinar el estado de infiltraciéon de subpoblaciones linfocitarias durante la fase
de progresion o regresion en tumor venéreo transmisible canino.

Medir el nivel de expresién inmunohistoquimica de las subpoblaciones linfocitaria
CD3, CD8 y CD79 antes y durante el tratamiento quimioterapéutico contra el tumor
venéreo transmisible canino.

Correlacionar la expresién inmunohistoquimica de subpoblaciones de Linfocitos B y
T con la respuesta al tratamiento en el tumor venéreo transmisible canino.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 comité de ética

La metodologia aplicada en este estudio es de tipo descriptivo, longitudinal,
prospectivo, aprobado por el comité de ética y bienestar animal de la facultad de

ciencias agropecuarias (codigo 1065017).

6.2 Procedimiento y manejo de animales

Se realizé seguimiento clinico durante el tiempo de tratamiento a 24 caninos
afectados de forma natural con TVTC que hicieron parte del presente estudio, en
todos los pacientes se desconocia el tiempo exacto de evolucion de la enfermedad.
Esto ultimo debido a que se trataba de perros en condicidén de calle que habian sido
rescatados en diferentes albergues. Se mantuvieron alojados en el bioterio de la
universidad de Caldas entre los meses de Julio 2016 a Octubre de 2017, con
alimento y agua de acuerdo a sus respectivos requerimientos nutricionales,
salvaguardando la salud de los mismos. A cada uno de los pacientes tratados se le
realizo examen fisico general y evaluacion especifica del area afectada por el tumor,
determinando las medidas de su tamafno como referencia de involucion tumoral
durante el tratamiento (figura 2), ademas semanalmente se realizaron examenes
sanguineos para hemoleucogramas y algunas quimicas sanguineas para
evaluacion renal y hepatica. Los resultados de estos se tomaron como guia
paraclinica para el inicio y continuacion del tratamiento quimioterapéutico y como
perfil prequirargico previo al momento de la toma de las muestras a través de biopsia

incisional.
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Figura 2. Respuesta quimioterapéutica usando vincristina del TVTC en una

hembra canina. (A) Fotografia dia que se realiz6 el diagnéstico clinico y citolégico
antes de iniciar la quimioterapia. (B) Tres semanas después de aplicar 2 dosis de
vincristina. (C) Seis semanas después de aplicar 5 dosis de vincristina se observa
una reduccion considerable en el tamafo. (D) Ocho semanas de iniciado el
tratamiento mostrando regresion total del tumor después de 7 dosis de Vincristina.

6.3 Diagnéstico y tratamiento de TVTC

El diagnédstico de la neoplasia se realizé por citologia e histopatologia en el
laboratorio de Patologia Animal de la Universidad de Caldas, posteriormente

confirmados molecularmente con el apoyo del grupo de investigacion en Cancer
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Transmisible de la Universidad de Cambridge-Inglaterra. En todos pacientes
tratados en este estudio se realizé el mismo tratamiento quimioterapeutico en el cual
se empled una dosis de sulfato de vincristina a 0.05mg/m? cada 7 dias hasta la
involucion total del tumor.

La citologia fue el examen diagnostico que se tuvo en cuenta inicialmente para
incluir los pacientes dentro de la investigacion y con los demas examenes
paraclinicos iniciar las quimioterapias, estas muestras citolégicas se obtuvieron de
las masas tumorales por la técnica de biopsia por aspiracion con aguja fina
(BACAF), utilizando una aguja calibre 22 sin importar el volumen de la lesién
tumoral, acoplada a una jeringa de 5 mL, puncionando en diferentes puntos del area
tumoral, los extendidos celulares fueron coloreados con una tincion de Wright para
su posterior observacion y diagndstico. El analisis microscopico se realizé mediante
microscopia de luz, las muestras citolégicas se observaron inicialmente con el
objetivo de 10X para verificacion de celularidad, patrén de coloracion y distribucion
de células. Se observaron aleatoriamente diferentes campos en aumento de 40X

para identificar las caracteristicas de las células de TVTC (figura 3).

i i

Figura 3. Caracteristicas citomorfolégicas del TVTC. (A) Numerosas células

redondas con variable relacion nucleo/citoplasma, 40X (B) Citoplasma
multivacuolado una caracteristica presente en la mayoria de células de TVTC,
100X.
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6.4 Colecta y procesamiento de muestras

Después de obtener un diagndstico clinico y citolégico de TVTC se realiza la colecta
de la primera muestra a los 24 caninos antes de iniciar el tratamiento, para esto el
paciente se somete anestesia general fija y bajo condiciones asépticas se toma la
primera biopsia incisional (B1). Se realiza una segunda biopsia incisional (B2) en
las mismas condiciones en aquellos pacientes que a la tercera semana de
tratamiento, antes de una cuarta dosis de Vincristina no han presentado una
regresion tumoral total. La segunda toma de muestra B2 se realizé en 15 de los
caninos. En cada uno de los procedimientos se tomaron 2 fragmentos de
aproximadamente 0,5 cm3, de los cuales uno se almaceno en formalina buferada al
10% para el analisis histopatologico e inmunohistoquimico, y el otro fragmento en
una solucién estabilizadora de tejidos ARN/ater® (Ambion®) almacenados a menos
22°C para posteriormente ser enviadas a la Universidad de Cambridge (Reino
Unido) para el analisis molecular. En iguales condiciones se tomd6 una muestra de
piel de cada uno de los hospederos de TVTC para la realizar los controles de las

pruebas moleculares.

6.5 Analisis histopatolégico

Las muestras de tejido obtenidas por medio de biopsia incisional fueron fijadas en
un 1ml de formalina buferada al 10% durante 48 horas, la deshidratacion,
aclaramiento e imbibicién en parafina se realizé en un procesador automatico de
tejidos (Kedee®). Los cortes tisulares de 4um se obtuvieron con un micrémetro Leica
RM 21359, los tejidos fueron coloreados con Tricromico de Masson para mejorar la
observacion del tejido conectivo. Esto con el fin de poder facilitar la identificacion de

las diferentes fases histopatoldgicas.

La clasificacion histopatolégica que se realizd en esta investigacion siguid los
criterios establecidos por (Mukaratirwa et al. 2004; Stockmann et al. 2011), quienes
describieron tres etapas o fases histologicas en el desarrollo TVTC, progresién (P),
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que se caracteriza clinicamente ser un tumor que aumenta constantemente de
volumen, ademas de presentar dentro sus principales caracteristicas microscépicas
poco estroma, abundantes células neoplasicas en mitosis y poco infiltrado
linfocitario; regresion temprana (ER), donde la clinica muestra un tumor que
disminuye rapidamente de volumen, presentando a la observacién microscopica
algunas células neoplasicas en mitosis, aumento de células apoptéticas e
incremento del infiltrado linfocitario; y una ultima fase, de regresion tardia (LR) en la
cual el tumor disminuye su volumen lentamente, presentando abundante infiltrado
linfocitario, desparecen las células neoplasicas, depdsitos de colageno y remplazo
por estroma fibroso (figura 4). Para facilitar el analisis estadistico que relaciona las
diferentes fases histolégicas obtenidas dentro de los resultados, se hizo necesario
agrupar las fases de regresién temprana y tardia en una sola que llamamos fase de

regresion.

Figura 4. Clasificacion histopatologia del TVTC. A. TVTC progresion. Poco
estroma, abundantes células neoplasicas en mitosis y poco infiltrado linfocitario.
B. TVTC regresion temprana. Menor numero de células neoplasicas, células
apoptéticas e incremento de infiltrado linfocitario. C. TVTC regresion tardia.
Desaparecen las células neoplasicas, depdsitos de colageno y estroma fibroso.
Fotografias tomadas con el lente 10x con coloracién Tricomico de Masson.
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6.6 Analisis molecular

Las muestras recolectadas y almacenadas en el laboratorio de Patologia Animal de
la Universidad de Caldas, tanto de los pacientes muestreados con TVTC como de
otros tipos de tejidos (testiculo y ovario) procedentes de caninos de la misma region
geografica para realizar los controles, fueron enviadas por una compafia
especializada en el transporte de este tipo de muestras al Departamento de
Medicina Veterinaria de la Universidad de Cambridge (Cambridge, Reino Unido).
Posteriormente los analisis moleculares para confirmacion diagnostican de TVTC,
se realizaron durante una pasantia investigativa en el mes de Enero del 2018 bajo
la supervision de la Dra Elizabeth Proby Murchison. Ademas de participar como
coautor en una investigacion internacional del TVTC liderado por el grupo de
investigacion en cancer trasmisible de la misma Universidad. (Ver anexos).

6.6.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN genomico (ADNg) de las muestras tumorales y los tejidos
control, se realizd6 usando el kit DNeasy Tissue-QIAGEN (Hilden, Alemania),
siguiendo cada una de las recomendaciones del fabricante. EI ADNg obtenido fue
amplificado usando un kit de amplificacion de genoma WGA-GE Healthcare,
Genomephi V2 DNA kit (Chalfont St. Giles, Reino Unido) realizando el
procedimiento de acuerdo a lo propuesto por el fabricante.

Para la medicion de la concentraciéon y pureza de ADN se usoé el dispositivo
NanoDrop ND-8000-Thermo Scientific (Boston, Massachusetts, USA). La
cuantificacion de ADN en las muestras el kit de ensayo Qubit® dsDNA HS-Life
Technologies (Carlsbad, California, USA) segun las indicaciones del fabricante.

6.6.2 PCR en tiempo real cuantitativa (QPCR)

La técnica cuantitativa de PCR en tiempo real (qQPCR) se realizé para detectar el
reordenamiento LINE-1 / c-myc y detectar el gen CDKN2A con muestras de ADNg
obtenidas de las biopsias tumorales y también de las muestras de piel tomada de
los animales huéspedes. Esto con el fin de obtener una confirmacion diagnostica
molecular del TVTC en todas las muestras incluidas en esta investigacion.

La presencia del reordenamiento de LINE-1/c-myc especifico del TVTC es una
identificacion muy util para la confirmacién diagnostica del TVTC (figura 5) (Castro
et al. 2017; Katzir et al. 1985; Rebbeck et al. 2009). Esta gPCR se realizé con las
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muestras de ADNg extraidas de las biopsias antes (B1) y durante (B2) el
tratamiento. Igual procedimiento fue realizado con el ADNg extraido de las muestras
de piel de los huéspedes. La técnica usada fue qPCR con Syber Green Mix-Life
Tecnologies (Carlsbad, California,USA). Los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacion del reordenamiento de LINE-1/c-myc se muestran en la tabla 1.

El gen CDKN2A es un supresor tumoral involucrado en el ciclo celular. Las células
que no pueden producir este inhibidor pueden ser mas propensas a la
transformacién neoplasica (Norobi et al. 1994). En el genoma de las células de
TVTC existe una eliminacion homocigotica de este gen CDKN2A (Murchison et al.
2014), por lo tanto la no deteccién por qPCR también puede contribuir a la
confirmacion diagnostica. En caso de que se presente deteccion puede atribuirse a
la presencia de células somaticas del huésped en las muestras por una posible
contaminacion al momento de que estas son tomadas. Se realizo la gPCR en
iguales condiciones de muestras que para el LINE-1/c- myc. Los oligonucleétidos
cebadores que se usaron para la amplificacion de CDKN2A se muestran en la tabla
1y las condiciones de qPCR fueron las mismas que para el LINE-1/c-myc.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos iniciadores utilizados en la qPCR para LINE-
1/c-myc y CDKN2A

Oligonucleotidos

Genes Forward Reverse

Beta 5- 5'-

Actina CTCCATCATGAAGTGTGACGTT CGATGATCTTGATCTTCATTG
G-3 TGC-3

Line-1/c- 5- 5-

myc AGGGTTTCCCATCCTTTAACATT AGATAAGAAGCTTTTGCACAG
-3” CAA-3’

CDKN2A 5'- 5'-
CGGCCTTTGGAAGATTTTGTTT CTTCCACCCCTAGAAACCTCC
GGCTTGA-3’ TTCT-3

Adaptado de (Castro et al. 2017).
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Analisis de 2 regiones del genoma de TVTC

Reordenamiento LINE-1/c-myc CDKN2A

NS

Amplificamos estas 2 particulares regiones del ADN mediante la prueba gPCR

. CDKN2A es un gen que se encuentra
LINE-1/c-myc es un reordenamiento homocigoticamente eliminado del

especifico en el genoma del TVTC genoma del TVTC

4

Si se detecta LINE-1/c-myc, se confirma el diagnostico de TVTC. si se detecta
bajos niveles de CDKN2A puede deberse a contaminacion, Altos niveles de
CDKN2A se descarta el diagnostico de TVTC.

Altos niveles de CDKN2A=No es
TVTC

Altos niveles de LINE-1/c-myc=TVTC

Figura 5. Diagnéstico de TVTC usando gPCR. Se identifica dos regiones
particulares del ADN, LINE 1/C-myc y CDKN2A.

6.7 Expresion Inmunohistoquimica

Para el analisis de la expresion de CD3, CD8, CD79 fue utilizada la técnica de
inmunohistoquimica en los cortes realizados de las muestras de TVTC incluidas en
parafina. El procesamiento y la inclusién de las muestras de TVTC fue realizada en
el laboratorio de Patologia Animal de la Universidad de Caldas, mientras que la
técnica inmunohistoquimica se realizd en colaboracion del Laboratorio del
departamento de Patologia Veterinaria FCAV-UNESP, Jaboticabal-Brasil.
Utilizando los anticuerpos presentados en la tabla 2.

Los cortes de tejidos de 3um fueron colocados en laminas cargadas (Microtomo
manual Leica® RM2125 RTS), posteriormente se desparafinaron a 60°C por 2
horas, para luego hidratar los tejidos por 2 xiloles y alcoholes decrecientes (100%,
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95%, 80% y 70%). La recuperacion antigénica se realizé en una olla a presion tipo
pascal® (DAKO) con el recuperador de antigeno citrato pH 6, dejando durante 30
minutos, después se hizo un proceso de enfriamiento por 20 minutos, seguido de
lavados con agua destilada. Seguidamente las muestras fueron sometidas a
bloqueo de perdéxido endégeno con 5% de H202 durante 20 minutos, nuevamente
lavado con agua destilada. El bloqueo de proteinas inespecificas se realizé por 60
minutos con leche en polvo para cada anticuerpo y luego se realizaron lavados con
solucion tamponada de Tris de 7.4 de pH. Seguido de la incubacion por 18 horas
(En la Noche) a 4°C con el anticuerpo primario.

Después de finalizado el periodo de incubacién se realizé el lavado del anticuerpo
primario, para esto se usé nuevamente la solucion Tris, seguidamente se realizé la
incubacion con el anticuerpo secundario (Tabla 2) esta vez durante 30 minutos a
temperatura ambiente, repitiendo el lavado con la misma solucion y colocando el
cromoégeno DAB (DAKO Liquid DAB+ Substrate Chromogen System) durante 3
minutos, luego se realizé la contracoloracion con Hematoxilina durante un minuto y
finalmente deshidratacion de los tejidos por alcoholes crecientes (70%, 80%, 95% y
100%) adicionalmente por 2 xiloles. Para las diluciones de los anticuerpos y el uso
de controles positivos y negativos, se siguieron las recomendaciones de los
fabricantes.

Tabla 2. Panel anticuerpos marcacién Inmunohistoquimica.

Anticuerpo Clone Dilucién Anticuerpo

Primario secundario

CD3! Monoclonal 1:200 EnVision*
SP7

CD82 Monoclonal 1:200 EnVision*
53-6.7

CD793 Policlonal 1:200 EnVision*

" Novusbio cod. NB600-1441. 2 Novusbio cod. NBP1-49045. 3 Novusbio cod.
NB600-1058. 4 Dako Dual Link System cod. K4061.

6.7.1 Validacion de marcacion

Se fotografiaron en cada una de las 92 ldminas obtenidas 5 campos siguiendo un
patrén aleatorio, que representaron un total de 460 fotografias microscopicas, la
toma de estas se realizd con el software de Leica Application Suite Las-EZ® (PC
Version 3.1) usando el objetivo de 40X. Todas las imagenes se procesaron con el
software Imaged (Http// rsb.info.nih.gov/ij). Imaged es un programa de analisis de
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imagenes que se utiliza como una herramienta de cuantificacion para diferentes
estructuras histologicas. Cabe aclarar que el programa en mencion es un software
de dominio publico desarrollado por el National Institutes of Health. Y que sus
caracteristicas actuales permiten el uso de diferentes plugins y macroinstrucciones
que facilitan el procesamiento y analisis de las imagenes. En el presente estudio se
cuantifico el porcentaje de células marcadas en cada una de las cinco imagenes por
caso por tipo de anticuerpo utilizado (Figura 6). Posteriormente se promedio los
porcentajes obtenidos de las cinco fotografias de cada lamina. Dando como
resultado un unico valor por cada muestra procesada.
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I

Figura 6. Marcacin Irimunohistoqdimica CD3, CD Y CD79. A. Anticuerpo
CD3, 40X. B. Anticuerpo CD8, 40X C. Anticuerpo CD79, 40X. cromdgeno DAB
(DAKO Liquid DAB+ Substrate Chromogen System), contracoloracién con

Hematoxilina.
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6.8 Analisis estadistico

El analisis para la relacion entre la fase histopatolégica de las muestras antes del
tratamiento y el numero de quimioterapias empleadas en el tratamiento, se realiz6
una prueba de chi cuadrado usando software estadistico Stata® 14.

Se aplico el test no paramétrico de Wilcoxon para dos muestras, donde la variable
que agrupaba era el numero de biopsias. En cuanto al analisis entre las fases
histopatoldgicas, el numero de quimioterapias y los porcentajes de expresion
inmunohistoquimica se realizo test de proporciones.

Para todas las pruebas estadisticas se establecié una probabilidad de cometer el
error tipo | del 5% (0=0.05). Los analisis se llevaron a cabo en un programa

estadistico Stata 14®
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7. RESULTADOS

7.1 Datos epidemiolégicos, clinicos y respuesta al tratamiento

En total se recolectaron muestras de los 24 pacientes tratados, provenientes de
Manizales y municipios cercanos del departamento de Caldas, al igual que otros de
los departamentos de Risaralda y Valle del Cauca. El 67% (16/24) fueron hembras
y el 33% (8/24) machos, los respectivos examenes de quimicas basicas de control
estuvieron entre los rangos esperados para la evaluacion de la funcion renal y
hepatica. Aunque los resultados obtenidos de la serie roja y blanca del hemograma
fueron variables, la mayoria de estos estuvieron dentro de los valores normales y
aquellos que salian de estos rangos los pacientes no presentaron una relacion
clinica que llevara a considerar detener el tratamiento. En caso de los valores
plaquetarios, estos siempre se encontraron en niveles superiores a 200.000 células
x 103uL. Siendo este ultimo uno de los valores principalmente tenido en cuenta
como referencia antes de realizar cada una de las quimioterapias. Con respecto a
la respuesta al tratamiento todos los pacientes mostraron una regresion tumoral total
En promedio los pacientes requirieron de 6 dosis del quimioterapéutico sulfato de
vincristina a dosis de 0.05mg/m2. Dentro de lo observado en la respuesta al
tratamiento cabe resaltar que 9 animales (37,5%), mostraron una regresién tumoral
total rapida, requiriendo maximo 4 quimioterapias, mientras que 15 restantes
(62,5%) se recuperaron de una forma mas lenta requiriendo entre 5-8 sesiones
quimioterapéuticas. En todos los pacientes se evidencio después de las primeras
semanas de tratamiento la eliminacion de uno de los principales signos clinicos del
TVTC, el sangrado genital. Los datos clinicos de los pacientes pueden observase

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Datos clinicos de los pacientes de TVTC tratados e incluidos

en este estudio.

N° Sexo Edad Raza B1 B2 Quimio Procedencia

1 H 3 SRD ER LR 7 Cali

2 M 3 SRD P LR 8 Sta Rosa de Cabal
3 H 2 SRD P P 8 Palestina
4 M 8 SRD P ER 5 Cartago

5 H 6 SRD P LR 7 Arauca

6 H 4 SRD P - 4 Manizales
7 M 9 SRD P P 8 Cartago

8 H 2 SRD ER ER 6 Pereira

9 M 2 SRD ER - 5 Manizales
10 M 3 SRD P - 5 Manizales
1 H 2 SRD P ER 5 Filadelfia
12 H 3 SRD P ER 5 Filadelfia
13 M 3 SRD P ER 7 Pereira

14 H 2 Husky P - 4 Manizales
15 M 4 Labrador P ER 6 Marquetalia
16 H 3 SRD P —- 4 Manizales
17 H 5 SRD P —- 4 Manizales
18 H 2 SRD ER ER 7 La Virginia
19 H 3 SRD P - 4 Manizales
20 H 6 SRD P — 4 La Virginia
21 M 5 SRD P ER 5 Cartago
22 H 4 SRD P P 7 Cartago
23 H 3 SRD P -— 3 Risaralda
24 H 2 SRD P LR 5 Risaralda

Sexo: Hembra (H) Macho (M). Edad: Los valores representan afios. Raza:
Sin Raza Definida (SRD). Fases histopatolégicas: Biopsia antes del
tratamiento (B1), Biopsia durante el tratamiento (B2). Fase de proliferacion
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(P), Fase de regresiéon temprana (ER), Fase de regresion tardia (LR).
Quimio: Numero de quimioterapias. Procedencia: Ciudades y municipios

de los departamentos de Caldas, Risaralda y Valle del Cauca.

7.2 Examen citolégico

En todos los pacientes se logré un diagndstico inicial citolégico observando células
redondas con citoplasma y nucleos bien definidos, estos nucleos redondos u
ovalados, algunos de ellos con posicion excéntrica de tamafo variable con
cromatina gruesa y nucleolos prominentes, el citoplasma en la mayoria de las
células presento vacuolas pequefas y claras (Figura 3). Se evidencio caracteristicas
citomorfologicas de los tipos Linfocitoide y plasmocitoide. pero este tipo de

clasificacion no fue tenida en cuenta en este estudio.

7.3Respuesta al tratamiento

El tratamiento con sulfato de Vincristina empleado en este estudio fue efectivo en
todos los pacientes, mostrando una involucién tumoral total en promedio después
de 6 sesiones de quimioterapia. No se observd ningun caso de resistencia al

tratamiento. Los pacientes tratados estuvieron en un rango entre 3-8 sesiones.

7.4 Clasificacion histopatolégica

Se realizo la clasificacion de las fases histopatoldgicas en todas las muestras de

TVTC obtenidas antes y durante el tratamiento. Determinando que las muestra B1
(antes del tratamiento), el 83,3% (20/24) se encontraban en fase de Progresién y el
16,7% (4/24) en fase de regresion (todos en regresion temprana). Mientras que el
caso de las muestras B2 (durante tratamiento), el 20% (3/15) estaban en fase de

progresion y el 80% (12/15) en fase de regresion (Grafico 1).
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Grafico 1. Numero de casos por fases de clasificacion histopatolégica. (B1)
biopsia antes de empezar tratamiento. (B2) biopsia durante el tratamiento.

7.5 Analisis Molecular gPCR

7.5.1 Deteccién LINE-1/c-myc

Se realizo la técnica de gPCR para detectar el reordenamiento LINE-1/c-myc, que
esta presente en el genoma de todas las células de TVTC (Amariglio et al. 1991;
Choi et al. 1999; Katzir et al. 1985). Los resultados mostraron la deteccion del
reordenamiento LINE-1/c-myc en las 24 muestras de TVTC B1, igualmente se
detect6 en las 15 muestras de TVTC B2. Este reordenamiento no se detectd en
ninguna de las muestras de piel de los respectivos huéspedes (Grafico 2).

7.5.2 Deteccion CDKN2A

Los resultados mostraron niveles muy bajos de CDKN2A en las muestras de las
biopsias de TVTC (B1y B2), esto debido a la delecion homocigética de este gen en
las muestras de TVTC (Baez-Ortega et al. 2019; Murchison et al. 2014). Este resulto
podria haberse dado a una posible contaminacion de las muestras tumorales por
otros tipos de células del hospedero. Por el contrario, los resultados de las muestras
de piel de los huéspedes mostraron niveles muy altos de CDKN2A (Grafico 3).
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Grafico 2. Graficas de la deteccion de reordenamiento LINE-1/c-myc del
gDNA de las diferentes muestras procesadas por la técnica qPCR. (A)
Deteccion del reordenamiento LINE-1/c-myc en todas las muestras de TVTC antes
de iniciar tratamiento. (B) Deteccion del reordenamiento LINE-1/c-myc en las 15
muestras TVTC durante el tratamiento. (C) No hubo deteccién en ninguna de las
muestras de piel de los hospederos correspondientes. Los numeros de
identificacion fueron asignados en el laboratorio del grupo de investigacion en
cancer trasmisible de la Universidad de Cambridge. Esta identificacion fue seguida
de la letra T(tumor) y H (hospedero).
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Grafico 3. Graficas de la deteccion de CDKN2A del gDNA de las diferentes
muestras procesadas por la técnica qPCR. (A) Deteccion de niveles bajos del
gen CDKNZ2A en todas las muestras de TVTC antes de iniciar tratamiento. (B)
Deteccion de niveles bajos del gen CDKN2A en las 15 muestras TVTC durante el
tratamiento. (C) Deteccidn de niveles relativamente altos en comparacién con las
muestras tumorales del gen CDKN2A en todas las muestras de piel de los
hospederos correspondientes. Los numeros de identificacidon fueron asignados en
el laboratorio del grupo de investigacion en cancer trasmisible de la Universidad
de Cambridge. Esta identificacion fue seguida de la letra T(tumor) y H (hospedero).
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7.6 Expresion Inmunohistoquimica

7.6.1 Marcacion porcentual CD3, CD8 y CD79

Para cada anticuerpo la marcacion inmunohistoquimica promedio porcentual
mostro; el CD3 se encontré una marcacion para B1 antes del tratamiento de (31%)
y B2 durante el tratamiento (23%). Para CD8 la marcacion de B1 fue (36%) y de B2
(24%). En el caso de CD79 la marcacién de B1 mostro un (19%) y B2 (15%) (Grafico
4).
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Grafica 4. Distribucion promedios porcentuales de marcacion
inmunohistoquimica de los anticuerpos CD3, CD8 y CD79 antes y durante

el tratamiento quimioterapéutico.

Aunque en los 3 anticuerpos se observa una disminucion en el promedio porcentual
de células marcadas, entre B1y B2 no se evidencio una diferencia estadisticamente
significativa debido a que ninguno mostro un Valor de p<0,05 (Tabla 4).
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Tabla 4. Promedios de porcentaje de marcacion CD3, CD8 y CD79

Anticuerpo Antes (B1) Durante (B2) p-
valor
CD3 31 23 0,47
CD8 36 24 0,38
CD79 19 15 0,85

Promedios de los porcentajes de marcacion obtenidos en cada una de las
biopsias B1 y B2.

Comparacion entre fases histopatologicas y Ia marcacion

inmunohistoquimica

En la clasificacién de todas las biopsias analizadas solo se presentaron 4 casos en
Regresion tardia (B2) frente a 12 casos de regresion temprana (4 B1 y 8 B2) se
determind unir ambas fases histopatolégicas regresion temprana y tardia,

denominandose regresion.

En el caso de B1 clasificadas en fase de Progresion se observo una diferencia
estadistica significativa para CD79 ya que presento un porcentaje de marcacion
menor en comparacion con CD3 (p=0,03) y CD8 (p=0,02). No existe diferencia

estadistica significativa entre estos dos ultimos anticuerpos (p=0,77).

En el caso B1 clasificadas en fase de regresion, no se encontré diferencia
estadistica significativa al comparar CD3 frente CD8 (P=0,79), en este caso no se

pudo calcular CD79 debido a que solo presento un dato que no era representativo.

Para B2 clasificadas en fase de progresion CD3 y CD8 (p=0,74) no presentaron
diferencia estadistica significativa al compararse ambas marcaciones, igualmente

para este caso CD79 no se pudo calcular debido a que presento un solo dato.

Para B2 clasificadas en fase de regresién se encontré una diferencia estadistica
significativa para el CD79 ya que presento un porcentaje de marcacion menor en
comparacion con CD3 (p=0,04) y CD8 (p=0,04). No existe diferencia estadistica

significativa entre estos dos ultimos anticuerpos (P=0,91). (Tabla 5).
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Sin importacion el momento de marcaciéon B1 o B2 ni la fase histopatologia de
progresion o regresion CD3 no mostro diferencia estadistica significativa. En la
misma comparacion para CD8 se observo diferencia estadistica significativa ya que
el porcentaje de marcacion fue mayor en la fase de regresion en comparacion con
la fase de proliferacion tanto en B1 (p=0,04) como en B2 (p=0,04). Ademas, Cd79
no mostro diferencia significativa entre los dos momentos que se logré medir B1

fase proliferacion frente B2 fase de regresion. (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion fases histopatoldégicas y marcacion inmunohistoquimica.

Biopsia Histopatologia CD3 CD8 CD79
B1 P 29.6%A 34.12A 18.90A
R 38.5%4 46.238 *
B2 P 22.22A 17.43C *
R 23.6%A 25.28A 17.30A

* No se pudo calcular debido a que solo es un dato. Letras diferentes indican diferencia
estadisticamente significativa, la comparaciéon en minusculas se hace por fila entre el
estado histopatolégico y en mayusculas por columna comparando la expresion con la
respectiva biopsia. Valor de p<0,05.

Comparacion entre duracion del tratamiento y Ila marcacion

inmunohistoquimica

En este analisis inicialmente se compararon los resultados de B1 de los 24
pacientes tratados. Se hizo necesario formar 2 grupos de acuerdo al tiempo de
respuesta al tratamiento. De esta manera los pacientes que requirieron entre 1y 4
sesiones de quimioterapia conformaron el grupo de respuesta rapida y
correspondieron al 29% (7/24 caninos), y el 71% (17/24) conformaron el grupo de
respuesta lenta, requiriendo entre 5 y 8 dosis de tratamiento (Tabla 6).
posteriormente se realizd un analisis comparativo entre la marcacion obtenida entre

las biopsias B1 y B2 en los 17 casos del grupo de respuesta lenta (Tabla 7).
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El grupo de pacientes que mostraron respuesta rapida presentaron niveles de
marcacion mas bajos en los 3 anticuerpos CD3, CD8 y CD79 en comparacion con
el grupo de respuesta lenta. CD3 y CD8 mostraron diferencia estadistica

significativa, mientras que en el caso CD79 no mostro ninguna diferencia (Tabla 6).

En las muestras B1 analizadas de los pacientes que presentaron una respuesta
rapida se observd una mayor marcacion de CD8 mostrando una diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con CD3 y CD79. Mientras que este
mismo analisis en el grupo de pacientes de respuesta lenta presento una marcacion
menor de CD79 presentando diferencia estadisticamente significativa con respecto

ala CD3 y CD8. No hubo diferencias entre estos dos ultimos anticuerpos (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion respuesta al tratamiento y marcaciéon
inmunohistoquimica.

Tratamiento CD3 CD8 CD79
B1 Respuesta rapida. 19.72A 24 7°A  15.23A
B1 Respuesta lenta. 37.3%B  40.828  20.4°A

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa, la comparacion en
minusculas se hace por fila entre la duracidon del tratamiento y en mayusculas por
columna comparando la expresiéon con la respectiva biopsia. Valor de p<0,05.

Al comparar la B1 y B2 en los pacientes del grupo de respuesta lenta, se pudo
observar niveles de marcacién mayores para los 3 anticuerpos CD3, CD8 y CD79
en las biopsias antes de iniciar tratamiento. Mostrando una diferencia estadistica

significativa para CD3 y CD8. Mientras que no hubo diferencia para CD79 (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacioén respuesta lenta y marcacion inmunohistoquimica

Tratamiento CD3 CD8 CD79
B1 Respuesta lenta. 37.32A  40.8%A  20.4°A
B2 Respuesta lenta. 23.323B 23,6238 15.420A

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa, la
comparaciéon en minusculas se hace por fila entre la muestra antes y durante el
tratamiento, y en mayusculas por columna comparando la expresion con la
respectiva biopsia. Valor de p<0,05.
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En resumen, los resultados de la marcacion inmunohistoquimica mostraron que los
anticuerpos CD3, CD8 y CD79 presentan en general una disminucion al compararse
B1 con B2.

Al comparar las fases histopatolégicas de progresion y regresién con la marcacion
inmunohistoquimica se evidencio una diferencia de CD79, donde mostro ser mas
baja que los otros dos anticuerpos. En cambio, para el caso CD8 presento una
marcacion mayor en la fase de regresion en ambos momentos B1 y B2.

Por dltimo, al comparar la duracidon del tratamiento y la marcacion
Inmunohistoquimica, se evidencio una diferencia al observarse mayor marcacién de
CD3 y CD8 en el grupo de respuesta lenta en comparacién con el grupo de
respuesta rapida en B1. Al realizarse esta misma comparacion entre B1 y B2 solo
para el grupo de respuesta lenta, se evidencio una diferencia de CD3 y CD8 al
mostrar una marcacién mayor en las biopsias antes del tratamiento en comparacion
con las durante el tratamiento.
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8. DISCUSION

Los caninos analizados en este estudio mostraron diferentes caracteristicas
macroscopicas de TVTC que iban desde una forma nodular, papilar, multilobulada
o en forma de coliflor que se observé en algunos machos. Coincidiendo con lo
descripto por (Das and Das 2000; Ganguly et al. 2013) quienes definen estas formas
como caracteristicas clinico patolégicas a tener en cuenta a la hora de realizar el
examen fisico de TVTC. Algunos reportes de caso muestran diferentes ubicaciones
anatémicas del TVTC primario extragenitales principalmente piel, cavidad oral o
nasal (Ojeda et al. 2018; Rezaei et al. 2016; Rocha, Tremori, and Carneiro 2014),
Los 24 pacientes de esta investigacion presentaron solamente ubicacion de las
masas en la region genital, siendo este uno de los criterios de inclusion dentro del
estudio. En la literatura veterinaria, se ha informado la aparicion de metastasis en
los cuales el foco primario de TVTC es genital, afectando después de diseminarse
mucosa nasal u oral, piel, tejido subcutaneo, ojos, érganos internos y sistema
nervioso central (Albanese et al. 2006; Ferreira et al. 2000; Ojeda et al. 2016), Todos
los pacientes de este estudio fueron sometidos a evaluaciones clinicas completas
antes y durante el tratamiento descartando la presencia de alguna sospecha medica
de metastasis. Ademas, la mayoria de estas fueron hembras mestizas 67%(16/24),
mostrando mayor predisposicion para este género y raza, datos similares a los
trabajos de (Amaral et al. 2007; Brandao et al. 2002; Valencgola et al. 2015) este
resultado puede deberse a que la mayoria de pacientes eran procedentes de
albergues donde se han rescatado los perros en condicion de calle sin ningun tipo
de control reproductivo previo, favoreciendo esta condicion la trasmision del TVTC
principalmente en las hembras al ser receptivas a varios machos durante el coito.
En cuanto al factor de edad esta enfermedad usualmente ocurre en animales en la
etapa reproductiva entre 2-8 afos (Das and Das 2000; Ganguly et al. 2013)
resultados muy similares se encontraron en el presente estudio donde el promedio
de edad representado en afios fue de 3,7. Donde los perros mas jovenes estuvieron
en los 2 afos y el mas longevo reporto 9 anos.

Respecto al diagndstico microscopico confirmatorio inicial antes del tratamiento, en
esta investigacion se realiz6 la citologia solo con este fin, logrando observar todas
las caracteristicas citomorfologicas previamente descritas en este trabajo y las
cuales son basadas en diferentes autores (Amaral et al. 2004, 2007; Cowell and
Tyler 1989; Duncan and Prasse 1979; Thangathurai et al. 2008), Aunque no se tuvo
en cuentas la clasificacion citomorfologica Linfocitoide, plasmocitoide y mixto para
el analisis de los datos de este estudio, cabe resaltar que esta se realizé en conjunto
con otro estudio de TVTC con fin de correlacionar la citomorfologia y histopatologia
con el tiempo de tratamiento, resultados en via de publicacion (ver anexos). La
clasificacion histopatolégica mostro que antes del inicio del tratamiento el 83%
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estaban en fase de progresion y el 17% en fase de regresion, similar al 77% en
progresion y el 23% en regresion observado por (Féo Ballesteros et al. 2018), y
diferente a otros autores quienes reportan 57% en progresion,33% en regresion y
10% no identificable (Alzate et al. 2019) y el 100% de los caninos en progresion en
el trabajo de (Karakurt et al. 2020).

Igualmente todas las biopsias tomadas a los pacientes fueron confirmadas para
TVTC a través de pruebas de qPCR donde mostraron valores de amplificaciéon
gendmica confirmatorios para LINE-1/c-myc y la nula o baja amplificacién de
CDKNZ2A siguiendo las metodologias usadas y obteniendo similares resultados
como los estudios de (Castro et al. 2016; Frampton et al. 2018; Strakova et al. 2020).
El reordenamiento genomico LINE-1/c-myc al ser especifico para esta neoplasia es
considerado un marcador molecular del TVTC (Murgia et al. 2006; vonHoldt and
Ostrander 2006). Otra particularidad gendmica del TVTC es la deleciéon
homocigotica del CDKN2A, el cual debe encontrarse ausente en todas las células
de TVTC (Murchison et al. 2014; Strakova and Murchison 2015). Por lo tanto, los
niveles detectados de CDKN2A en este estudio en las células de TVTC parece
atribuibles a la contaminacion en el momento de la toma de la muestra por cualquier
otro tipo de célula somatica del paciente.

Referente al tratamiento en todos los pacientes se realizé quimioterapia con sulfato
de Vincristina a dosis de 0,5mg/m? semanalmente, todos los casos mostraron
regresion total tumoral, coincidiendo con lo reportado por (Amber et al. 1990;
Hantrakul et al. 2014; Scarpelli et al. 2010). En el caso de este estudio no se
presentd ningun caso presuntivo de resistencia al tratamiento empleado, ni fue
necesario usar otro tipo de medicamento o terapia, diferente a lo observado por
(Macotpet, Pattarapanwichien, and Suksawat 2019; Rogers et al. 1998) quienes
reportar el uso de radioterapia, doxorrubicina y L-asparagenasa como alternativas
en aquellos casos de resistencia a la Vincristina.

Al analizar la respuesta inmune mediada por subpoblaciones de Linfocitos a través
de marcacion inmunohistoquimica de CD3, CD8 y CD79 se pudo evidenciar la
relacion que estos tuvieron y como se comporté el efecto de infiltrado intratumoral
antes y durante el tratamiento, al igual que la relacion que este pueda tener con la
fase histopatolégica en la que se encontraba. Aunque el infiltrado intratumoral
linfocitario es considerado una de las acciones de respuesta inmunitaria contra el
cancer, aun existe controversia acerca de si los linfocitos T realizan una
participacion central en la respuesta inmune antineoplasica (Gajewski et al. 2006).
En la regresion del TVTC sea de origen natural o trasplantado experimentalmente
se asocia con intensas infiltraciones locales de linfocitos (Mizuno et al. 1989; Yang
et al. 1987), Estas y otras caracteristicas del microambiente tumoral del TVTC han
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sido utilizadas a través del tiempo como un interesante modelo para estudiar los
mecanismos que se desencadenan en la regresion tumoral.

Los resultados del presente estudio mostraron que tanto antes como durante el
tratamiento los Linfocitos B CD79 (LB CD79) se encuentran en menor proporcion
significativa en comparacion con los Linfocitos T CD3 (LT CD3) y los Linfocitos T
CD8 (LT CD8), ademas de que no se observa ninguna diferencia en el infiltrado de
esta subpoblacién entre las fases de progresion y regresion. Este resultado difiere
de (Chandler and Yang 1981) quienes obtuvieron un mayor porcentaje de infiltracion
de LB CD79 en la fase de progresion comparado con la fase de regresion. Otros
estudios observaron resultados contrarios ya que las infiltraciones de LB CD79
fueron mayores en la fase de regresion al realizar la misma comparacion (Pérez et
al. 1998; Trompieri-Silveira et al. 2009), igualmente se ha encontrado negatividad
en el TVTC para anticuerpos CD79 (Mascarenhas et al. 2017). Estas diferencias
podrian atribuirse a las metodologias empleadas en cada uno de los estudios y al
uso de diferentes anticuerpos como por ejemplo monoclonales mientras que en el
presente estudio se uso policlonal para este caso puntual.

Entretanto para los LT CD3 los hallazgos de (Chandler and Yang 1981; Mizuno et
al. 1989; Pérez et al. 1998) mostraron proporciones significativamente mayores en
el infiltrado intratumoral del TVTC en la fase de regresion en comparacion con la
fase de progresion. Lo que los llevo a sugerir que estos cambios de respuesta por
parte de LT CD3 podria tener una participacion directa en la regresion espontanea
o post tratamiento del TVTC. Estos datos difieren de lo descrito por (Trompieri-
Silveira et al. 2009) quienes obtuvieron la misma proporcion de LT CD3 en la fase
de progresion y regresion. Este ultimo resultado coincide con el presente estudio
donde la proporcion de marcacién de LT CD3 no mostro ninguna diferencia
significativa entre las dos fases histopatoldgicas. Sugiriendo que esta subpoblacion
linfocitica participa en la respuesta inmunologica de esta neoplasia, pero no
necesariamente puede ser considerada la responsable de la regresion tumoral.

En relacién a la subpoblacion de LT CD8, es importante resaltar que no mostro
diferencia significativa en relacion con LT CD3 en lo que respecta al momento de la
medicion o la fase histopatoldgica. Aunque fue interesante observar en la presente
investigacion que su cantidad proporcional aumento significativamente durante la
fase de regresidn en comparacion con la fase de progresién en ambos momentos
antes y durante el tratamiento con Vincristina (Ver tabla 5). Similar observacion
obtuvieron (Gonzalez et al. 2000) demostrando que el numero de LT CD8 fue
significativamente mayor durante la fase de regresion. Contrario a los resultados de
(Trompieri-Silveira et al. 2009) donde LT CD8 presento un aumento significativo en
la fase de progresion en comparacion con la fase de regresion. Este resultado
podria hipotetizar que las subpoblaciones LT CD3, LT CD8 y LB CD79, aunque
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infiltran el TVTC en los diferentes momentos y fases histopatoldgicas, son realmente
los LT CD8 de mayor accion en la fase donde el tumor empieza a presentar
reduccion de su tamano. Jugando un importante papel inmunolégico en la regresion
del TVTC.

Al realizar la comparacion entre la respuesta al tratamiento y la marcacion
inmunohistoquimica, se observé que tanto el grupo de respuesta rapida como
respuesta lenta, mostraron mayor infiltracién de las subpoblaciones de LT CD3y LT
CD8 en comparacion con LB CD79. Ademas, se encontr6 mayor infiltracion
intratumoral de LT CD3 y LT CD8 en los pacientes que tuvieron una respuesta lenta
al tratamiento en comparacion al grupo de respuesta rapida, contrario a la
conclusién de la investigacion de (Hsiao et al. 2002) quienes relacionaron el
aumento de la expresion del CMH por parte de las células de TVTC con el aumento
de subpoblaciones de LT favoreciendo la regresion tumoral. Se debe tener en
cuenta que la investigacion en mencion se realizd en caninos infectados
experimentalmente. Este resultado nos permite concluir que a mayor infiltrado
intratumoral por parte de las subpoblaciones de LT mayor tiempo de tratamiento y
numero de quimioterapias requeridas para lograr la regresion total del TVTC.

Finalmente, el analisis de la marcacidn inmunohistoquimica obtenida solo en el
grupo clasificado como respuesta lenta comparando la infiltracion de las
subpoblaciones linfocitarias antes y durante el tratamiento se encontré que los LT
CD3 y LT CD8 muestran una reduccion significativa durante la cuarta semana de
tratamiento, contrario a lo reportado por (Chang et al. 2017; Gonzalez et al. 2000)
quienes observaron durante la regresion del TVTC inducida por la quimioterapia que
tanto el porcentaje como el numero absoluto de linfocitos aumentaron. El resultado
obtenido en este trabajo sugiere que el uso del sulfato de vincristina, aunque es
efectivo en tratamiento contra el TVTC al mismo tiempo disminuye la respuesta
inmune por parte de las subpoblaciones de LT generando un efecto que retrasa la
regresion del TVTC prolongando el tiempo de tratamiento y aumentando el numero
de sesiones quimioterapéuticas requeridas. Otra posible hipotesis es que a mayor
infiltrado intratumoral por parte de las subpoblaciones de LT CD3 y LT CD8 antes
de iniciar tratamiento menor efecto farmacoldgico del sulfato vincristina sobre las
células de TVTC.
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9. CONCLUSIONES

En las condiciones que se desarrollo el presente trabajo se puede concluir:

a.

La subpoblacién de Linfocitos B CD79 son los de menor participacion en la
respuesta intratumoral para el TVTC y no presentan cambios durante la
quimioterapia.

La subpoblacion de linfocitos T CD8 mostro mayor infiltracién intratumoral en
la fase de regresion sin importar si la medicion fue antes o durante el
tratamiento.

Las subpoblaciones linfocitarias LT CD3 y LT CD8 presentaron mayor
marcacion en las muestras de los pacientes con respuesta lenta antes de
iniciar tratamiento.

Las subpoblaciones linfocitarias LT CD3 y LT CD8 presentaron menor
marcacion en las muestras de los pacientes con respuesta rapida antes de
iniciar tratamiento.

En el grupo de pacientes clasificados de respuesta lenta al tratamiento, la
comparacion de la marcacién inmunohistoquimica de las subpoblaciones
linfocitarias LT CD3 y LT CD8 mostro una disminucién significativa después
de tercera semana del inicio de las quimioterapias.

La quimioterapia sulfato de vincristina para el tratamiento del TVTC podria
generar una disminucion en el infiltrado intratumoral por parte de los linfocitos
T alargando el tiempo necesario para observarse la regresion tumoral total.
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Autonomous replication and segregation of mitochondrial DNA (mtDNA) creates the

potential forevolutionary conflict driven by emergence of haplotypes under positive selection

for‘selfish’ traits, such as replicative advantage. However, few cases of this phenomenon

arising within natural populations have been described. Here, we survey the frequency of

mtDNA horizontal transfer within the canine transmissible venereal tumour (CTVT), a

contagious cancer clone that occasionally acquires mtDNA from its hosts. Remarkably, one

canine mtDNA haplotype, A1d1a, has repeatedly and recently colonised CTVT cells, recur-

rently replacing incumbent CTVThaplotypes. An A1d1a controlregion polymorphism pre-

dicted toinfluencetranscriptionis fixed inthe products ofan A1d1a recombination eventand

occurs somatically on other CTVT mtDNA backgrounds. We present a model whereby
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Caracteristicas biolégicas y seguimiento clinico en
casos naturales de tumor venéreo transmisible canino

Biological characteristics and clinical follow-up in natural cases of
canine transmissible venereal tumour

Juan C. Ramirez-Ante'?, Andrés Fernandez-
Riomalo"*%, Francisco J. Pedraza Ordoiiez'*

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar si existe alguna relacion entre los
subtipos citologicos, las fases histopatologicas 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 relacion significativa entre las clasificaciones
citologicas e histopatologiadeterminadas previas a la quimioterapia y el tiempo de
duracion de este. Los resultados no mostraron diferencias en factores como respuesta
parcial al tratamiento, grado de malignidad, metéstasis o resistencia a la vincristina en
los perros tratados; ademas, no se pudo definir el prondstico para la involucién
tumoral a partir de la clasificacion citologia o histopatologica.

Palabras clave: fases histopatologicas, involucion tumoral, quimioterapia, subtipos
citolégicos, tumor venéreo trasmisible canino
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