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Resumen: El tumor venéreo transmisible canino (TVT) es una neoplasia benigna
de células redondas que afecta frecuentemente la mucosa genital externa de perros.
El olfateo y el lamido permiten la implantacién de las células tumorales en zonas
extragenitales con formacién de metéstasis. Se relata un caso de TVT diseminado en piel,
parpadosy pene en un perro macho mestizo. Las lesiones localizadas en la parte dorsal y
lateral de la zona torécica y abdominal presentaban varios nddulos alopécicos ulcerados
y bien vascularizados, con aspecto friable y con secrecién purulenta. El parpado superior
izquierdo y derecho presentaban una masa granulosa con 4reas de necrosis y queratitis
bilateral. En la base del pene se presentaba una masa granulosa firme y bien delimitada.
El andlisis citoldgico de los nédulos cutdneos, de los parpados y la masa del pene reveld
hallazgos compatibles con TVT, el que fue confirmado con anilisis histopatoldgico.
Ademis se determind la presencia de LINE-1 en el oncogen c-myc como una alteracion
genética conocida para CTVT. Se estableci6 un protocolo quimioterapico sobre la base
de sulfato de vincristina. Previo a cada sesién de quimioterapia se tomaron hemogramas
para prevenir mielosupresion. Posterior a la tercera sesién se observé una anemia no
regenerativa moderada que fue resuelta suspendiendo durante 2 semanas la terapia. La
terapia con sulfato de vincristina fue efectiva para producir la regresiéon de todos los
tumores en 6 sesiones, sin mostrar recurrencia.

Palabras clave: tumor venéreo transmisible, metastasis, piel, canino.

Abstract: Canine venereal transmissible tumor (CTVT) is a round cell benign neoplasia
that affects the external genital mucous which is transmitted during coitus with infected
dogs. The normal canine behaviour such as smelling and sucking allow the tumoral
cells to implant into extragenital zones with subsequent metastases formation. This
report described a dog with multiple skin nodules localised in the thoracolumbar area
and eyes. The nodules were ulcered and alopecic with purulent fluid around them. A
granulomatous mass with focal necrosis area was also detected with bilateral keratitis.
Citological analysis of skin nodules, eyelid tissue and granulomatous tissue on the base of
the penis suggested a CTVT, and the histopathological analysis confirmed the diagnosis
of CTVT. Also LINE-1 rearrangement in c-myc was detected as a genetic alteration of
the CTVT. A chemotherapy protocol was started with vincristine sulfate. Haemograms
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were used previous to each chemotherapy sessions to prevent myelosuppression. A
moderate non regenerative anemia was observed after the third session but it was
resolved by discontinuing chemotherapy for two weeks. The chemotherapy was effective
to eliminate the CTVT after six sessions.

Keywords: canine transmissible tumor, skin, vincristine, dogs.
INTRODUCCION

El tumor venéreo transmisible canino (TVT), granuloma venéreo,
tumor de Sticker o sarcoma de Sticker, es una neoplasia benigna de
células redondas que afecta frecuentemente la mucosa genital externa de
perros machos y hembras. El TVT se transmite sexualmente, mediante
transferencia de células neopldsicas exfoliadas intactas de un animal para
otro. La implantacién tumoral requiere una mucosa genital receptora
previamente lesionada, como ocurre en el coito (Park y col 2006),
constituyendo un aloinjerto natural (Ortega-Pacheco y col 2003). El
TVT se caracteriza por ser una masa blanda solitaria o multiple,
multilobulada sangrante con forma de coliflor, friable, de color rosado,
que puede estar ulcerada e infectada y, en muchos casos, con apariencia
necrdtica (Ortega-Pacheco y col 2003). La localizacién més frecuente
en machos es desde la parte caudal del pene hasta el bulbo del glande,
y en hembras en la conjuncién de la vagina y el vestibulo con descarga
sanguinolenta o sangrado prepucial o vaginal; donde los signos asociados
con el tumor pueden ser confundidos con el celo o con afecciones como
cistitis, prostatitis o uretritis (Grandez y col 2011).

Otras formas de transmisién son el olfateo y el lamido que permiten
la implantacién de las células tumorales en zonas extragenitales como
via nasal y oral (Levy y col 2006), piel (Marcos y col 2006, Park y col
2006), ojo y conjuntiva (Ferreira y col 2000) y, regién perianal y escroto
(OrtegaPacheco y col 2003). Los tumores primarios normalmente se
localizan en la mucosa de los genitales externos, aunque se han reportado
casos de implantacién extragenital primaria sin compromiso genital
previo (Marcos y col 2006). Las metdstasis localizadas en pulmones,
visceras abdominales (Park y col 2006) y en el sistema nervioso central son
raras (Kangasniemiy col 2004, Ferreiray col 2000). EI TVT presenta bajo
potencial metastisico, es por eso que la presencia de células neoplasicas en
tejidos distintos al genital es poco frecuente (Grandez y col 2011).
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Figura 1
Localizacién y aspecto de las lesiones observadas sobre el perro. Tejido
granulomatoso diseminado en zona parpebral bilateral con opacidad corneal

(a). Nédulos ulcerados y con fluido purulento en zona toracolumbar (b).
Localization and aspect of the nodules observed on dog. Diseminated granulomatous tissue on
eyelids with corneal opacity (a). Ulcerated nodules with purulent fluid on toracolumbar zone (b).

MATERIAL Y METODOS
HISTORIA Y HALLAZGOS CLINICOS

Un macho adulto mestizo de aproximadamente 1 ano de edad fue
derivado con antecedentes de presentar nédulos en la piel hace 3 meses
que comenzaron a tener secrecién purulenta. Historial de vacunas y
desparasitaciones no se conocia, ya que el perro fue recogido de la calle.

Al examen fisico, el animal se encontraba decaido con lenta respuesta
a los estimulos externos observdndose una baja condicién corporal (2/5).
Las mucosas orales y oculares se encontraban levemente congestivas
sin rasgos de deshidratacién. La temperatura, frecuencia respiratoria y
cardiaca se encontraban dentro del intervalo de normalidad. El pelaje
se presentaba brillante, con buena implantacién. La zona cuténea de la
parte dorsal y lateral de la zona toracica y abdominal presentaba varios
nddulos alopé- cicos ulcerados, bien vascularizados, con aspecto friable
y secreciéon purulenta. Muchos de estos nédulos estaban cubiertos por
pelaje (figura 1b). Se observé también una masa granulosa en el parpado
superior del lado izquierdo y derecho con presencia de dreas de necrosis
(figura 1a) y queratitis bilateral sin presentar signos asociados a ceguera.
No se detectaron lesiones orales.

Como prediagnéstico se indicéd hipersensibilidad a picaduras de
insectos, piogranuloma o mastocitoma generalizado.

Se tomaron muestras sanguineas para andlisis hematoldgicos y
bioquimicos. Ademds, se realizé puncién con aguja fina ¢ impronta
de las lesiones en piel y parpados para examen citolégico. También se
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realizd puncién con aguja fina de los nédulos linfaticos mandibulares,
preescapulares y popliteos.

El analisis hematoldgico demostrd la presencia de leucocitosis con
neutrofila con desvio a la izquierda regenerativa y aumento relativo del
hematocrito, ya que el nimero de eritrocitos se mantuvo dentro del rango
(cuadro 1). Los pardmetros bioquimicos analizados como ALT, GGT,
fosfatasa alcalina, AST, urea, creatinina y albumina se encontraban en
rangos de normalidad (cuadro 1).

Las muestras de impronta obtenidas de las lesiones fueron coloreadas
con tincién Giemsa. El andlisis citoldgico de las masas ubicadas en el
dorso reveld presencia de alta celularidad, constituida por células ovoides,
con nucleo redondo, grande, principalmente excéntrico y basofilico y
la presencia de nucléolos prominentes y numerosas figuras mitdticas. El
citoplasma basofilico o transparente contenia multiples vacuolas claras.
Abundante presencia de neutréfilos y bacterias Gram negativas (figura
2). Similares hallazgos fueron encontrados en las lesiones ubicadas en los
parpados. Los nédulos linfaticos presentaron gran cantidad de linfocitos
de pequefio tamano. Ademds se observd la presencia de numerosas
células plasmaticas con varios grados de diferenciacion caracterizadas por
abundante citoplasma con presencia de vacuolas esféricas y blanquecinas.
Escasa presencia de macréfagos y neutréfilos. Estos resultados fueron
consistentes con TVT, tanto en piel y parpados. Por otra parte, los
nédulos linféticos se encontraban bajo un proceso inflamatorio crénico.
De acuerdo con las caracteristicas celulares el TVT se subclasificé como
plasmocitico.

Figura 2
Examen citolégico de impronta de tumor venéreo transmisible canino con nédulos
cutdneos (a, 40x) y masa en pene (b, 100x). Se observa anisocariosis, nucleo grande,
nucléolos prominentes, escaso citoplasma basofilo con vacuolas, figuras en mitosis y

presencia de polimorfonucleares, especialmente en los ndédulos cutdneos. Tincion Giemsa.
Citological exam of the CTVT with skin nodules (a,400x) and penis mass (b,1000x). It is possible to observe anisocariosis,
prominent nucleus and nucleolus with lacking basophil cytoplasm. Multiple vacuoles and mitotical figures are

observed. Abundant polymorphonuclear neutrophils are observed, especially in cutaneous nodules. Giemsa stain.
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Cuadro 1
Resultados de los exdimenes hematoldgicos y bioquimicos
del perro con TVT previo al tratamiento con vincristina.

Parametro Valores obtenidos Rango de referencia
Eritrocitos 8, cels x10%uL 5,5-8.5 cels x10° uL.
Hematocrito 56 % 37-50%
Plaquetas 300 cels x 10 pl 300-500 cels x 10% pl
Leucocitos totales 17.600 cels/uL 8.000-14.000 cels/uL
Neutrofilos 14.960 cels/uL 3.300-10.000 cels/uL
Baciliformes 600 cels/uL 0-300 cels/uL
ALT 35U/L 25-85 U/L
GGT 8 U/L 2-10 U/L

AST 59 UL 30-90 U/L
Fosfatasa alcalina 118 U/L 40-132 U/L
Urea 8,7 mmol/L 2,6-6,6 mmol/L
Creatinina 88 umol/l 35-15 pmol/LL
Albiimina 55¢g/L 25-85g/L

Hematology and serum biochemistry results from canine with CTVT before chemotherapy.

Sobre la base de los hallazgos citolégicos se realiz6 un examen
de genitales, no realizado anteriormente por el evidente compromiso
cutaneo. En la base del pene se observé una masa granulosa firme y bien
delimitada (figura 3) con caracteristicas citoldgicas similares a las masas
de piel y parpados. El prepucio no presentaba lesiones.

Para confirmar el diagnéstico se tomaron biopsias de las masas
observadas. Utilizando una tincién de hematoxilinaeosina se observé
en todas las muestras una marcada y amplia proliferacién celular muy
uniforme y compacta, con multiples fibras de tejido conectivo, dando un
aspecto trabeculado al tejido. Las células presentaron una forma redonda
a poliédrica con escaso citoplasma rosado pélido y ntcleos ovoides de
gran tamafo con abundante cromatina granular fina y un nucléolo
eosinofilico muy evidente. Multiples figuras mitdticas, ademds, dentro de
la proliferacién celular neoplésica se observaron focos de necrosis y restos
celulares. La zona marginal se observé con amplias hemorragias difusas.
En la periferia de la proliferacién celular se observaron restos de tejido
conectivo y algunos vasos sanguineos. Los hallazgos observados fueron
compatibles con tumor venéreo transmisible.
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Figura 3
Fotografia de la masa multinodular localizada sobre la mucosa peneana.

Picture of the multinodular mass localized on penis mucosa.

Finalmente, pruebas moleculares confirmaron el TVT por medio de
LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element) insertado en el oncogen c-
myc. Para llevar a cabo la técnica se extrajo el ADN gendmico de todas las
zonas y se realizé diagndstico molecular mediante PCR, con el empleo de
un par de iniciadores LINEAS-1/ Myc.s. Como resultado se obtuvieron
amplicones de 550 pb (figura 4) segtin lo reportado por Liaoy col (2003).
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Figura 4
Imagen del PCR realizado a las muestras de TVT obtenidas de pene, parpados
y piel. Se observa la insercién de LINE-1 en el oncogen c-myc. Carril 0:
marcador de peso molecular (MPM), carril 1; control positivo, carril 2: muestra

tejido de pene, carril 3; muestra tejido piel, carril 4; muestra tejido parpado.
PCR reaction in CTVT samples from penis, eyelids and skin. The image shows LINE-1 insertion in oncogene c-

myc. Line 0: Molecular weight marker (MPM), line 1: Positive control, line 2: penis, line 3: skin, line 4: eyelids.

RESULTADOS Y DISCUSION
TRATAMIENTO Y EVOLUCION

Establecido el diagndstico de TVT, se procedié con un protocolo
quimioterdpico a base de sulfato de vincristina (Pfizer Pty Limited,
Australia), 0,5 mg/ m? IV, diluido en 20 ml de NaCl 0,9% con repeticiones
cada 7 dias. Para disminuir la contaminacién de las heridas se traté con
amoxicilina/4cido clavuldnico (Laboratorio Chile, Chile) 20 mg/kg cada
12 horas durante 10 dias. El paciente quedd hospitalizado para evitar
contacto con otros perros y controlar la evolucion. Previo a cada sesién de
quimioterapia se realizé un hemograma de control.

Con el tratamiento se observé evidente mejorfa a partir de la
primera semana. Posterior a la tercera administracién de vincristina las
lesiones genitales desaparecieron. Las lesiones de piel, progresivamente
disminuyeron de tamafio, lo mismo que su descarga purulenta. La
queratitis bilateral desapareci6 posterior al segundo tratamiento, siendo
asociada las lesiones a un efecto traumadtico de la masa sobre la cérnea.
Previo a la sesidén 4 se detectd que el hematocrito se encontraba en
24% (RR 37-50%) con un recuento de eritrocitos de 3,49 x 10° cels/ul
(RR 5.5-8,5 cels/uL), VCM:68 fl (RR 60-771), CHbCM:326 g/L (RR
320-370 g/L) e IPR: 1,68, esto ultimo se asocié a una baja regeneracion
respecto del hematocrito que presentaba. Para evitar agravar la anemia
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no regenerativa el tratamiento fue suspendido por 15 dias, hasta que el
hematocrito alcanzd 30%. La terapia con sulfato de vincristina fue efectiva
para producir la regresion de todos los tumores en 6 sesiones, sin mostrar
recurrencia.

EI'TVT canino se localiza preferentemente en la zona genital tanto de
machos como hembras. La localizacién extragenital es posible observarla
en 23% de los perros afectados de TVT (Kabuusu y col 2010). En este
caso la forma del tumor localizado en la base del pene fue un granuloma
firme hiperémico, pedunculado de unos 5 cm de didmetro. La presencia de
esta lesion resultd ser un hallazgo, ya que las lesiones mas predominantes
se encontraban en la piel, las que se encontraban contaminadas con
secrecion purulenta, concordante con los resultados observados en el
hemograma. Sin embargo, no se pudo concluir si las lesiones cutdneas
fueron primarias o secundarias a la lesion genital.

El comportamiento de las metéstasis del TVT no esta claro. EI TVT
canino es una neoplasia de cardcter benigno con bajas tasas de metastasis.
Las metastasis pueden ser generadas de manera aut6loga o también de
manera heteréloga. La conducta de los perros como lamer, oler y morder,
especialmente en los vagos facilita la transmisién y presencia de metastasis
(Silva y col 2007). La forma cutdnea del TVT, aunque es rara en la
practica, ha sido descrita como lesiones localizadas o generalizadas (Park y
c0l 2006). También se han reportado metdstasis intracraneales y en tercer
parpado (Ferreiray col 2000).

El comportamiento bioldgico del TVT es variable y depende de
la respuesta inmune del perro contagiado. Las metastasis del TVT
ocurren usualmente en perros con condiciones fisioldgicas alteradas como
inmunosupresién, malnutricién o en animales jovenes (Kubuusu y col
2010, Park y col 2006, Ferreira y col 2000). En el presente caso, las
multiples neoplasias extragenitales podrian asociarse a una mala nutricién
por la mala condicién corporal al momento del diagnéstico. La presencia
de TVT cutdneo se asocia al trasplante tipo xenoinjerto por el contacto
directo de la piel con el tumor o secreciones con células tumorales. Por
otro lado, la habilidad del TVT de generar metastasis hacia érganos
internos puede ser via linfatica o hematdgena pudiendo aumentar en
estados de inmunosupresién (Kubuusu y col 2010).

A pesarde que el CTVT provoca una respuesta inmunoldgica humoral
y celular, las células tumorales atraviesan la barrera del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (MHC). La proliferacién tumoral en el tejido
sano se debe a que la expresion proteica de MHC I y b-globulina
es baja (Algarra y col 2004, Cabrera y col 2003, Garcfalora y col
2003). Incluso puede ocurrir una pérdida total de las moléculas clase
I provocada por cambios en la bmicroglobulina mediante mutaciones,
alteraciones en el procesamiento del antigeno, pérdida de haplotipo,
pérdidas alélicas, downregulation o fenotipos compuestos (Murgia y col
2006). Sin embargo, la concentraciéon de MHC I y b2-microglobulinas
llegan a niveles normales durante la regresion tumoral (Murgia y col 2006,

Yangy col 1987).
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El diagndstico microscédpico del TVT canino, a partir de improntas
para citologia o histopatologia constituyen el procedimiento de eleccién
siendo las caracteristicas microscopicas concluyentes de diagnéstico
(Pigattoy col 2011). En este caso, la presentacién de tumores en distintas
zonas pudo haber estado asociada al tipo celular encontrado, el que fue
clasificado como plasmocitico. Se describen 3 tipos citomorfoldgicos de
TVT, linfocitico, plasmocitico y mixto, que se diferencian en cuanto al
comportamiento bioldgico, especialmente respuesta a la quimioterapia
y agresividad (Flérez y col 2012). El plasmocitico se considera el més
comun tipo morfoldgico y el que se asocia a presentaciones mds agresivas.
Por otro lado, no se han detectado diferencias entre tipos morfoldgicos
y su respuesta frente a la quimioterapia con vincristina (Rocha y col
2013). Sin embargo, aparentemente el subtipo plasmocitico del TVT
presenta una bomba que permite sacar la vincristina y la doxorrubicina
de la célula, lo que reduciria sus concentraciones intracelulares a dosis
no letales contribuyendo a una quimiorresistencia (Flérez y col 2012). A
pesar de que se ha sefialado el transposén LINE insertado en el oncogen
c-myc como una alteracién molecular especifica para TVT (Amariglio y
col 1991), polimorfismo genético asociado a diferentes fenotipos no se ha
detectado (Fonsecay col 2012). Por otro lado, nuestros hallazgos indican
que tampoco hay polimorfismo genético de acuerdo con la ubicacién del
TVT en el perro, ya que la insercién de LINE/c-myc se observé en todas
las muestras. Como la insercién de LINE"/c-myc no ocurre en perros
sanos, este podria usarse como un marcador tumoral (Fonsecay col 2012).

En el presente reporte el tratamiento con vincristina fue suficiente
para eliminar el TVT. Habitualmente se sugieren 4 sesiones cada 7 dias
para lograr una remisién total (Lorimier y Fan 2007). El régimen de
administracién de vincristina esta ligado al nadir de mielosupresién que
es en promedio 5 dias. Por lo tanto se sugiere una administracién semanal
con dosis que pueden fluctuar entre 0,5 y 0,75 mg/m2 (Lorimier y
Fan 2007, Wilson y Barton 2012). En el presente caso se realizaron 6
sesiones en total usando 0,5 mg/m2. Algunos estudios han demostrado
que un promedio de 5 sesiones logra una remisién total del TVT,
con un rango de 1-16 sesiones (Scarpelli y col 2010). La disminucion
del hematocrito se consideré un efecto secundario de la aplicacién de
vincristina, a pesar de que los valores de los neutréfilos se mantenfan
dentro del rango de normalidad. Sin embargo, la anemia asociada a
quimioterapéuticos es rara debido a la larga vida media de los eritrocitos
(120 dias), aun cuando esta se caracteriza por ser leve y paulatina (Larson
2009, MacDonald 2009). En humanos, la presencia de anemia durante
quimioterapia puede estar asociada a hemorragias gastricas, insuficiencia
renal o causas nutricionales. Lo importante es definir la causa, ya que los
tratamientos difieren considerablemente (Steensma 2008). En este caso
la suspensién de la terapia y un aumento en la condicién corporal durante
la pausa del tratamiento pudieron ser necesarios para recuperar los niveles
normales de eritrocitos.

A pesar de la presentacion y diseminacién poco comun del CTVT,
la monoterapia con vincristina fue efectiva para remitir las lesiones. Sin
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embargo, no se pudo determinar el origen primario del tumor pudiendo
asumir que la diseminacién del TVT se relaciond con la caracterizacién
celular de tipo plasmocitica.
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