w72 —

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

Laureate International Universities

FACULTAD DE SALUD

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'YY ZOOTECNIA

EVALUACION DE LOS NIVELES SERICOS DE ERITROPOYETINA,
INTERPRETACION CITOLOGICA E HISTOPATOLOGICA, HEMOGRAMA Y
MORFOLOGIA NEOPLASICA PARA EL DIAGNOSTICO DEL TUMOR
VENEREO TRANSMISIBLE EN CANINOS IDENTIFICADOS EN LA PROVINCIA
DE IMBABURA

Trabajo de Titulaciéon presentado en conformidad con los requisitos establecidos
para optar por el titulo de Médica Veterinaria Zootecnista

Profesor Guia
Dr. Freddy Proafio Pérez

Autora

Mayra Fernanda Martinez Lopez

Afo
2015



ii

DECLARACION DEL PROFESOR GUIA

“Declaro haber dirigido este trabajo a través de reuniones periddicas con la
estudiante, orientando sus conocimientos y competencias para un eficiente
desarrollo del tema escogido y dando cumplimiento a todas las disposiciones

vigentes que regulan los Trabajos de Titulacion.”

Freddy Proaiio Pérez, Ph.D.
Profesor Guia
Cl: 100208116-2



iii

DECLARACION DE AUTORIA DE LA ESTUDIANTE

“‘Declaro que este trabajo es original, de mi autoria, que se han citado las
fuentes correspondientes y que en su ejecucidbn se respetaron las
disposiciones legales que protegen los derechos de autor vigentes.”

Mayra Fernanda Martinez Lépez
Cl: 100408790-2



iv

Agradecimientos

A mi querida familia por su apoyo
incondicional y carifio durante el
cumplimiento de este suenio.

Al equipo de profesionales de la
Universidad de Cambridge y de
NationWide Specialist Laboratories,
Dra. Elizabeth Murchison, Dra. Joy
Archer, Dra. Cinzia Cantacessi, Dr.
Tim Williams, Dra. Karina Ferreira de
Castro, Helen Evans, Maire Lawlor y
Andrea Strakova por su apoyo
profesional, capacitacidn y consejos.

A la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de
Cambridge, que financié la beca

para mi desplazamiento a Inglaterra
y gastos relacionados al transporte y
Radio Inmuno Ensayo en el Reinc
Unido.

A la Ing. Margarita Mancero y al Ing.
Edwin Ortiz por su colaboracién y
permitir la toma de muestras de este
trabajo.

Al equipo de Quiréfano Movil,
Patrulla Amigo Fiel, Amici Cannis y
Dr. Marco Lima, por colaborar con el
manejo de animales, insumos y
equipos.

Al Ing. Diego Vela Tormen, por su
apoyo constante, capacitacion y
donacién de insumos.

Al Dr. Julio Ortiz y colaboradores por
Su apoyo en el procesamiento y
diagnostico de muestras citoldgicas.

Al Laboratorio de Biotecnhologia
Animal de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE por permitir
el uso de sus instalaciones y
equipos.



Dedicatoria

A mis padres y hermano, todas las
metas que he alcanzado han sido
fruto de su esfuerzo, dedicacion y

entrega.

A Liz, mi modelo a seguir, gracias
por confiar en mi y darme esta gran
oportunidad.

A Freddy, mi mentor y amigo,
gracias por la paciencia y consejos.



RESUMEN

El Tumor Venéreo Transmisible (TVT)} es un cancer contagioso de caracter no
infeccioso presente en caninos, que se transmite por contacto directo a través
del traspaso de clones celulares viables de animales portadores a susceptibles,
presentando un cariotipo completamente diferente al de los caninos
domeésticos. Descrito por primera vez en 1876, ha sido el centro de numerosas
investigaciones a nivel mundial, y aunque el Ecuador presenta un numero
elevado de caninos portadores de TVT, no existe ningin estudio oficial o
publicacion cientifica relacionados al tema. El objetivo de este estudio fue
evaluar los niveles séricos de eritropoyetina, citologias, histopatologias,
hemograma y morfologia neoplasica, para el diagnéstico del TVT. En total, se
valoraron clinicamente 559 caninos localizados en la provincia de Imbabura,
distribuidos en 3 cantones; luego de la valoracién clinica se tomaron muestras
sanguineas, se tomé biopsias y frotis genitales a los animales sospechosos de
la enfermedad, estas fueron procesadas en Ecuador y analizadas en la
Universidad de Cambridge, utilizando las pruebas de Radio Inmuno Ensayo,
Hemograma, Citologia e Histopatologia. El analisis de todas las pruebas
confirmé el diagnéstico clinicc de TVT en 11 caninos (2%), los cuales
presentaron una marcada eosinofilia con valores normales de hematocrito y
hemoglobina en el hemograma; asi también mostraron concentraciones
elevadas de eritropoyetina (EPO) sérica, en relacion al grupo control. Al
analisis citoldgico e histopatolégico, todos los casos positivos exhibieron
células redondeadas grandes, nucleos de cromatina grumosa y vacuolas
citoplasmaticas. En conclusién, la prevalencia de TVT en los cantones
estudiados fue heterogénea, se demuestra la importancia de la utilizacién de la
citologia e histopatologia para la confirmacién del diagnéstico, la eosinofilia
puede ser un indicador relacicnado a la presencia de células de TVT y esta
patologia genera un aumento de EPQC sérica en animales portadores,
encontrandose el tamafio de las masas tumorales directamente relacionado a
los valores de esta hormona.
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ABSTRACT

Transmissible Venereal Tumour (TVT) is a non-infectious, contagious cancer
present in canines and transmitted through direct contact allowing the transfer
of viable cell clones from sick to susceptible animals, which has a completely
different karyotype compared to domestic canines. It was first described in
1876, and has been the centre of a large number of worldwide researches since
then; although Ecuador has a high number of dogs affected with TVT, there are
no official studies or scientific papers issuing this problem. The aim of this study
was to evaluate the serum levels of erythropoietin (EPQ), cytologies,
histologies, haemogram and neoplasic morphology to diagnose TVT in canines
identified in Imbabura province, Ecuador. In total, 559 canines located at
Imbabura province were clinically evaluated, which were distributed in 3
cantons, after clinical evaluation blood samples were collected; biopsies and
genital swabs were also performed in TVT suspicious dogs, all samples were
processed in Ecuador and analysed at the University of Cambridge by using
Radio Immuno Assay technique, haemograms, cytologies and histopathology.
The data analysis confirmed the diagnosis of TVT in 11 canines (2%), which
showed a marked eosinophilia with normal haematocrit and haemoglobin
values, with increased serum concentrations of EPO compared to the group of
control dogs. In the cytological and histopathological analysis, all positive cases
showed large rounded cells with aggregated chromatin nucleus and cytoplasmic
vacuoles. In conclusion, the prevalence of TVT in the studied cantons was
heterogeneous, the importance of the use of cytological and histopathological
appreciation for the confirmation of suspicious cases was shown, eosinophilia
can be an indicator related to the presence of TVT cells and this pathology
generates a raise in the normal serum concentration of EPO in sick dogs, being
the size of the tumoral masses directly related to the values of this hormone.
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Capitulo I: Introduccién

Desde su descubrimiento, el desarrollo y desenvolvimiento del cancer han
despertado gran interés por parte de la comunidad cientifica a nivel mundial, la
capacidad que tiene esta mutacién celular de proliferarse continuamente y ser
favorecida por la seleccion natural, han hecho de la misma una de las mas
letales con su huésped, sin importar especie, edad, sexo, ni condicion y por lo
tanto le otorgan un caracter autodestructivo (Murchison, 2009, p.19).

Al cancer se lo ha clasificado como una enfermedad crénica, asi como a la
hipertension, falla renal crénica y enfermedad cardiaca valvular, siendo la mas
tratable y que menor mortalidad causa dentro de este grupo. Esta clasificacion
ha permitido nuevas investigaciones direccionadas a su prevencién y
tratamiento, incluyendo la creacién de terapias moleculares con el fin de
detener su crecimiento y metastasis (Ogilvie y Moore, 2008, p. 3; Elgue,
Piaggio, Amaral y Pessina, 2012, p. 25).

La Organizacién Mundial de la Salud establece que en el afio 2012, el cancer
ocasiond la muerte de 8,2 millones de personas, localizandose un 70% de las
mismas en Asia, Africa, América Central y Sudamérica (OMS, 2014). Estudios
realizados en el campo de la Medicina Veterinaria determinan que las
patologias neoplasicas malignas ocasionan una elevada mortalidad en caninos
de Australia, Europa, Japén y Estados Unidos, siendo afectados principalmente

animales gerontes (Ogilvie y Moore, 2008, p.3 ).

En Latinoamérica los datos relacionados a la prevalencia e incidencia de
cancer en perros son escasos, ademas diversas investigaciones relacionadas
a etiologias tumorales en caninos dentro de escuelas de Medicina Veterinaria
en América del Sur, plantean el riesgo de posibles sesgos en los resultados
obtenidos (Flores, 1986, p.1; Elgue et al, 2012, p.25). Una de las causas
principales para la falta de datos relacionados a esta patologia, es el diferente
estatus que poseian las mascotas en el continente hace algunos afios en



comparacion a Europa y Estados Unidos, asi como el desconocimiento de los
propietarios y médicos en general de la diversidad de canceres que perros y
gatos pueden sufrir (Ogilvie y Moore, 2008, p. 3).

Aunque existen diversos agentes etioldgicos, como virus y bacterias, que
pueden generar cambios y mutaciones celulares, desarrollando células
cancerigenas en diversos organismos, como por ejemplo: hepadnavirus,
herpesvirus, serovariedades de retfrovirus, papillomavirus, Chlamydia psittaci,
Campylobacter jejuni, entre otros, el cancer no es clasificado como una
patologia transmisible {(Welsh, 2011, p. 1-2). Se ha demostrado, sin embargo,
que existe un tipo de cancer que es capaz de vencer las limitaciones de
proliferar en tan solo un huésped y puede propagarse entre individuos sin
necesidad de un vector o intermediario (Welsh, 2011, p.2). A este tipo de
canceres se los ha clasificado como Canceres Clonales Transmisibles, y como
su nombre lo indica, su contagio depende del contacto de un individuo
susceptible con uno enfermo en el que se favorece el traspaso de clones
celulares capaces de proliferar exitosamente en su nuevo huésped (Murchison,
2009, p. 19).

En el mundo existen Unicamente dos especies que presentan canceres
clonales transmisibles de manera natural, el perro {(Canis lupus familiaris) y el
demonio de Tasmania (Sarcophilus harrissi) (Murchison, 2009, p. 20; Welsh,
2011, p. 2; Murchison et al, 2010, p.84). El Tumor Venéreo Transmisible
Canino (TVT) o Sarcoma de Sticker fue descrito por primera vez en 1876
(Nowinsky, 1876 citado por Das y Das, 2000, p. 546) y desde entonces, ha sido
el centro de numerosas investigaciones a nivel mundial, que tienen como fin
tomar el ejemplo de un cancer transmisible in vivo y extrapolar los resultados
obtenidos al cancer humano con la idea de comprender completamente su
comportamiento y desarrollar métodos efectivos de prevencién y tratamiento.

Las condiciones sanitarias en las cuales se desenvuelve la fauna urbana, tanto
en grandes ciudades como en pueblos pequefios en el Ecuador, se encuentran



por lo general en detrimento del estado inmunitario de los animales, ya sea
porque éstos no reciben inmuno profilaxis adecuada, no se controla de forma
correcta su reproduccion o simplemente sufren el abandono de sus
propietarios, favoreciendo el aparecimiento de patologias virales, bacterianas y
parasitarias que pueden incluso suponer un riesgo para la salud publica. Un
elevado numero de canes portadores de TVT son diagnosticados y tratados en
el pais, pero una gran cantidad de meédicos veterinarios tratantes desconocen
el origen y fisiopatologia de la enfermedad, asi como carecen de un protocolo
estandarizado de tratamiento con resultados investigados en diversos grupos
de animales y efectos comprobados.

Esta investigacion tiene como propésito el establecimiento de una linea base
de informacion que sea de utilidad e importancia en el futuro para clinicos e
investigadores que deseen ampliar los conocimientos referentes a esta
patologia y enfermedades asociadas con datos aplicables a la realidad
nacional.

1.1 Justificacion

El cancer es un problema a nivel mundial para cuya investigacion todos los
gobiernos destinan gran cantidad de recursos (OMS, 2014). El Ecuador
presenta un numero elevado de caninos portadores de TVT convirtiéndolo en el
escenario ideal para el analisis de esta patologia, sin embargo no existe ningin
estudio oficial o publicacién cientifica relacionados al tema a pesar de que
mundialmente existen mas de 7000 investigaciones enfocadas en este tipo de

cancer.

Se requiere mayor investigacion oncolégica en el area veterinaria pues los
resultados obtenidos son extrapolables a la oncologia humana, en el pais
existen pocos estudios direccionados al cancer de origen animal sin tomar en
cuenta que representa datos de interés para el avance y mejora de
metodologias de prevencién y tratamiento utilizadas en personas, asi como



también un aumento de aportes veterinarios a la investigacion permitiran su
acceso a medicamentos de uso humano regulados que son necesarios también
para el tratamiento de pacientes veterinarios.

El estudio es parte de una colaboracién mundial con la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Cambridge y el Wellcome Trust Sanger
Institute, Inglaterra, referente a genética, etiopatologia, epidemiologia y
tratamiento del Cancer Venéreo Transmisible Canino y el Cancer Facial
Transmisible del Demonic de Tasmania, por lo tanto los resultados que se
generen del mismo seran de completa utilidad para los profesionales de la
institucién y pueden permitir el establecimiento de futuras colaboraciones entre
ambas instituciones y la Universidad de las Américas (UDLA)

Al abarcar temas de interés en la rama de oncologia tanto humana como
veterinaria, el estudio es también de utilidad para médicos, biotecnélogos y
genetistas especializados en cancer asi como Fundaciones o Instituciones
dedicadas a su investigacién y Gobiernos que destinen fondos para la pesquisa
de esta enfermedad.

1.2 Objetivo general

Evaluar los niveles séricos de eritropoyetina, citologias, histopatologias,
hemograma y morfologia neoplasica, para el diagndstico del Tumor Venéreo

Transmisible (TVT) en caninos identificados en |a provincia de Imbabura.

1.3 Objetivos especificos

. Evaluar los niveles séricos de eritropoyetina circulante a través de la
técnica de Radio Inmuno Ensayo {(RIA) aplicada en las instalaciones de los
laboratorios “NationWide Specialist Laboratories® ubicados en Sawston,
Cambridge, Reino Unido.



. Analizar los tumores de los animales afectados con TVT utilizando la
técnica de evaluacién citolégica realizada en los laboratorios de la Clinica
Veterinaria UDLA, Ecuador y posterior confirmacién histopatolégica realizada
en el laboratorio perteneciente al “Proyecto CTVT® de la Universidad de
Cambridge, Reinc Unido.

. Comparar los parametros hematolégicos obtenidos mediante
hemogramas de caninos con Tumor Venéreo Transmisible y relacionarlos con
los resultados obtenidos en el grupo control de caninos.

. Determinar la posible asociacidon de los niveles séricos de eritropoyetina
y la presencia de TVT asi como una posible correlacion de la morfologia
tumoral con dichos valores.

1.4 Hipotesis

H1: “El Tumor Venéreo Transmisible Canino causa cambios en las
concentraciones de eritropoyetina sérica, afecta los valores normales del
hemograma, hematocrito y hemoglobina, encontrandose correlacionados con
su morfologia”



Capitulo II: Revisién Bibliografica

2.1 Tumor Venéreo Transmisible Canino o Sarcoma de Sticker

2.1.1 Historia

El Tumor Venéreo Transmisible Canino fue descrito por primera vez por el
meédico ruso Nowinsky en 1876, después de comprobar la transmision efectiva
de tumores entre caninos no relacionados genéticamente de diferentes razas,
al frotar tejido seccionado de masas genitales tumorales en la mucosa genital
lesionada de animales susceptibles, lo cual asemejaba la lesién de mucosa
genital causada por el violento movimiento realizado por los animales durante
el coito (Nowinsky, 1876 citado por Das y Das, 2000, p. 546; Eze, Anyanwu y
Kene, 2007, p.54 ; Murchison, 2009, p. 23; O'Neill, 2011, p. 1909).
Posteriormente Anton Sticker realizé estudios confirmatorios de trasplantacién
tumoral publicados en 1906 (Sticker, 1906 citado por Murchison, 2009, p. 24)
de los cuales se deriva el eponimo del TVT, “Sarcoma de Sticker” (O'Neill,
2011, p. 1909).

En el afio 1952, Karlson y Mann lograron trasplantar de manera exitosa el
tumor a lo largo de 17 afios en 40 generaciones de perros, usando en total 564
animales, de los cuales el 68% desarrollé el tumor y dentro del cual no se
documentaron cambios en su histopatologia (Karlson y Mann, 1952, pp. 1197-
1213). Estas caracteristicas hicieron que se tomara al Tumor Venéreo
Transmisible Canino como modelo popular para los investigadores del cancer,
aunque a pesar de haber recibidc mas de 130 afos la atencién de la
comunidad cientifica, muchas de sus inusuales caracteristicas ain no han
logrado entenderse (Murchison, 2009, p. 24).



2.1.2 Etiologia

La primera teoria causal confirmada, fue el hecho de que este cancer se
transmitia de forma clonal, es decir por medio de la implantacion de réplicas
celulares exactas, puesto que en los estudios encabezados por Nowinsky y
Sticker se demostraba que el TVT se podia transmitir por contacto directo
entre animales susceptibles y animales enfermos no relacionados y porque
estudios citogenéticos realizados en caninos de Japén (Makino, 1963 , pp.
1106 - 1122; Sofuni y Makino, 1963, pp. 54-149 ; Oshimura, Sasaki y Makino,
1973, pp. 1197-1203), Uganda (Wright, Peel, Cooper y Hughes, 1970, pp. 155-
160), Jamaica (Thorburmn, Gwynn, Ragbeer y Lee, 1968, pp. 720-727), Francia
(Barski y Cornefert-Jensen, 1966, pp. 787-797), Estados Unidos (Weber,
Nowell y Hare, 1965, p. 537-547 ; Murray, James y Martin, 1969, p. 565),
Nigeria (ldowu, 1977, pp. 271-273) y Rusia (Kakpakova, Pogosyanz y
Ponomarkov, 1968, pp. 43-50), demostraron que todos los tumores
presentaban cariotipos de 57 — 59 cromosomas, en contraste al cariotipe
normal canino, que presenta 78 cromosomas; demostrando que las ceélulas
tumorales afectadas eran de hecho los verdaderos agentes infecciosos de
transmisién (Eze et al, 2007, p. 56; Murchison, 2009, p. 24),denominandose
“aloinjertos” por su accion directa sobre el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de los animales afectados (O’Neill, 2011, p. 1909).

Aunque se creia que su contagio guardaba relacién con particulas virales
oncogénicas, como las presentadas por las serovariedades de Papillomavirus,
estudios realizados en microscopio electrénico demostraron que las lineas
celulares contagiadas en animales positivos a TVT, carecian de cualquier
proteina virica (Murray et al, 1969, p. 565; Das y Das, 2000, p. 546; Eze et al,
2007, p.56).



2.1.2.1 Caracteristicas citogenéticas

El TVT es la linea celular somatica mas antigua conocida, en la actualidad se
ha podido secuenciar su genoma y se ha demostrado que ha adquirido
alrededor de 1,9 millones de mutaciones somaticas de sustitucion y demuestra
también la evidencia de la influencia de la luz ultravioleta. Este cancer es
bastante estable y no presenta heterogenicidad subclonal a pesar de que a lo
largo de los afios ha sufrido miles de cambios. Aparecié por primera vez en un
perro con heterocigocidad genomica baja hace aproximadamente 11000 afios;
el cancer engendrado por este individuo se dispersé a todos los continentes
hasta hace 500 afios atras y permanece presente en todo el mundo hasta la
actualidad (Murchison et al., 2014, pp. 437-440). Como se ha descrito
anteriormente, el TVT presenta un cariotipo completamente diferente al de los
caninos domésticos, siendo en nimero menor (alrededor de 59 cromosomas) y
conteniendo 12 — 15 cromosomas metacéntricos o submetacéntricos, mientras
los perros poseen unicamente dos (Murchison, 2009, p. 24).

La evidencia final para sustentar la teoria de transmision clonal, es la
identificacién de la insercién de un elemento LINE cerca del locus MYC en el
genoma del TVT. Esta nueva disposicion genémica ha sido identificada en un
gran namero de TVTs distribuidos de forma global, perc no se la ha
encontrado en ningun otro tejido canino, por lo tanto se la considera evidencia
diagnéstica para este tipo de cancer (Murchison, 2009, p.24; O'Neill, 2011,
p.1910).



Figura 1.- Células caracteristicas de TVT en frotis genital tefiido con
técnica Diff-Quick®. Aumento 400X.
a. Aparte de la presencia de vacuolas citoplasmaticas es posible
diferenciar ntcleos con cromatina grumosa, y fondo de neutréfilos
y eritrocitos.

Microscopicamente las células del TVT se observan de forma redondeada a
poliédrica, con nucleos centrales y prominentes nucléolos, y ademas vacuolas
citoplasmaticas distintivas (Hernandez-Jaurequi, Gonzalez-Angulo y de la
Vega, 1973, pp.1187-1196; Cockrill y Beasley, 1975, p. 667; Hill, Yang y
Wachtel, 1984, p. 40; Murchison, 2009, p. 24), forma clasica de tumores de
células redondas como el Linfosarcoma, Plasmocitoma, Histiocitoma y
Mastocitoma (Ogilvie y Moore, 2008, p.669). Aunque hasta la actualidad se las
ha clasificado como células indiferenciadas, la expresion de lisozimas, alfa-1-
antitripsina, NSE y vimentina, permiten sospechar que el TVT se deriva de la
linea de los macréfagos (Sandusky, Carlton y Wightman, 1986, pp. 495 — 499;
Gimeno, Massone, Marino e Idiart, 1995 publicado el 2009, pp. 645 -650;
Mozos, Méndez, Gomez-Villamandos, Martin de las Mulas y Pérez, 1996, pp.
257 - 263; Marchal, Chabanne, Kaplanski, Rigal y Magnol, 1997, pp. 1 - 11;
Mukaratirwa, Chimonyo, Obwolo, Gruys y Nederbragt, 2004, pp. 1117 - 1123;
Murchison, 2009, p. 24), evidencia sustentada por el hecho de que estas
células pueden ser parasitadas por Leishmania infantum, un microorganismo
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que normalmente infecta macréfagos (Albanese, Poli, Milanta y Abramo, 2002,
pp. 243 -246; Catone et al, 2003, pp. 549 - 553; Murchison, 2009, p. 24).

El TVT puede ser transmitido Unicamente por células tumorales viables,
estudios realizados han demostrado que el tumor no puede ser producido por
células congeladas, calentadas, tratadas con glicerina, ni disecadas, ni
tampoco con infiltrados carentes de células tumorales (Stubbs y Furth, 1934,
pp. 280 - 283).

2.1.3 Epldemiologia
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Figura 2.- Distribucién Mundial de TVT y Prevalencia.

Tomado de: Strakova, A. y Murchison, E., 2014, p. 3.
a. En el grifico se representan |a prevalencias estimadas de TVT en el mundo. Los
punios de color negro indican los lugares en los cualss se respondid el cuestionario
realizado por la Universidad de Cambridge y el Instituto Wellcome Trust Sanger.
b. Las barras representan las prevalencias estimadas de TVT por continents. Los
nimeros localizados en la parte superior representan el nimero de cuestionarios
respondidos por continente.
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El Tumor Venéreo Transmisible Canino es de distribucién mundial, en una
investigacion realizada en el 2013, en base a un cuestionario publicado por el
Instituto Wellcome Trust Sanger de Cambridge, Reino Unido, en su pagina
oficial en conjunto con la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
de Cambridge, Reino Unido, y basada en las respuestas de médicos
veterinarios, ONG's y asociaciones veterinarias de diferentes paises {Strakova,
2013, pp. 10 - 11), se observé que los paises con mayor prevalencia de TVT
fueron Lesoto, Marruecos, Costa de Marfil y Gambia, cuya cifra de caninos
afectados se encontraba entre el 10 — 20%; paises como Samoa, Belice,
Botswana, Cambodia, Ecuador, Ghana, Granada, Honduras, Laos, Mauritius,
México, Nicaragua, Rumania, Sri Lanka, Tailandia, Turquia, Venezuela y
Zambia arrojaron prevalencias del 5 — 10%; Argentina, Chile, Costa Rica,
Cuba, Dominica, Fiji, Guyana, Kenia, Malawi, Micronesia, Mozambique,
Paraguay, Peru y Timor-Leste presentaron prevalencias entre 3-5%; por el
contrario paises localizados en Europa del Este, Norte y Central (Austria,
Bélgica, Republica Checa, Dinamarca, Finlandia, Alemania, Hungria, Malta,
Holanda, Eslovenia, Suecia, Suiza y Reino Unido) se reportaron libres de
CVTC a excepcion del diagnéstico de casos provenientes de animales
importados desde paises localizados en Europa del Sur como Francia, Espafia
y Portugal; existe mayor diversidad de casos en Europa sur oriental, puesto
que paises como Bielorrusia y Estonia presentan prevalencias del 0,5%,
Bulgaria, Grecia, lalia y Ucrania continGian la cifra con datos entre 0,5 — 1%;
Macedonia presenta la mayor cifra Europea con un 5-10% de prevalencia
(Strakova, 2013, pp. 10 - 11).

En el Ecuador, no existen datos de prevalencia de TVT, ni tampoco censos de
poblacién canina, por lo que los datos generados en el cuestionario se basan
en la experiencia y observacion de los médicos veterinarios tratantes que
respondieron las preguntas del mismo.

Perros de cualquier raza, sexo o edad son susceptibles a la enfermedad
(Kimeto y Mugera, 1974 citado por Das y Das, 2010, p. 547; Betamuzi, 1992,



12

pp. 13 - 17), sin embargo los tumores son mas comunes en caninos que se
encuentran en periodos de maxima actividad sexual (Bashford, Murray y
Cramer, 1905, pp. 33 - 37; Higgins, 1966, pp. 67 -71; Pandey, Dhawedkar y
Patel, 1977, pp. 852 - 853; Das y Das, 2000, p. 547).

Algunos investigadores han aseverado que las hembras son mas susceptibles
porque un solo macho infectado puede aparearse con varias, y éstas no son
sexualmente activas de manera permanente (Ajello, 1980, pp. 289 — 339;
Singh, Rana, Pangawkar y Gupta, 1996, pp. 71 - 81; Murchison, 2009, p. 24);
sin embargo, otros autores demuestran que no existe una diferencia
significativa entre ambos sexos (Strakova, 2013, p. 13).

Se ha reportado también que el tumor tiene como huéspedes especificos al
perro y al zorro (Rust, 1949, pp. 10 -14), pero no se descarta que la presencia
de TVT en otros miembros de la familia Canidae pueda haber sido ignorada
(Das y Das, 2010, p. 547), tomando en cuenta que en un estudio de
comparacion de las caracteristicas genomicas de 86 razas de perros y 8 de
lobos con las caracteristicas del TVT mostraron una notoria agrupacion al
ultimo grupo, sugiriendo que el primer portador de la enfermedad fue un lobo
(Murchison, 2009, p. 24). Hasta |la fecha no se ha demostrado susceptibilidad
racial al TVT (Karlson y Mann, 1952, pp. 1197-1213; Betamuzi, 1992, pp. 13 -
17; Das y Das, 2000, p. 547; Eze et al, 2007, p. 56). No se han reportado
casos de transmision a ofras especies animales, inclusive luego de su
inoculaciéon experimental en animales inmuno deprimidos (Stubbs y Furth,
1934, p. 282).

Si bien antes se sospechaba que la prevalencia de la enfermedad estaba
altamente relacionada con la ubicacién geografica de los caninos, siendo
aquellos que se encontraban mas cercanos al ecuador mas susceptibles
(Hayes, 1983 citado por Strakova, 2013, pp. 12 - 13), estudios actuales
sefialan que no existe ninguna correlacién entre ambos factores (Strakova,
2013, pp. 12 - 13). El factor determinante en la actualidad es la cantidad de
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animales callejeros o ferales presentes en la zona, cuanto mayor es la
cantidad, mayor la prevalencia; y el estado inmunolégico de los animales,
mientras menor es el mismo, aumenta la prevalencia (Strakova, 2013, p. 13).
Aunque la morbilidad del TVT se describe como elevada en las zonas que
reuanen los factores predisponentes, las tasas de mortalidad del mismo son
bastante bajas (O’'Neill, 2011, p. 1909), la muerte de los animales es causada
generalmente por agentes no relacionados al tumor.

2.1.4 Mecanismos de transmisién

El TVT se transmite faciimente durante la cépula mediante la transferencia de
células tumorales de un animal afectado a otro susceptible, sin embargo puede
ser contagiado también por conductas sociales como olfateo de genitales,
apareciendo tumores localizados, en su mayoria, en cavidad nasal (Ogilvie y
Moore, 2008, p.669; Eze et al, 2007, p. 55; Merck, 2013}, el riesgo de contagio
aumenta cuando los perros permanecen en coito prolongado ocasionado por la
expansion del pene dentro de la cavidad vaginal, puesto que cuando los
animales tratan de liberarse surgen lesiones en la mucosa genital (Rust, 1949,
pp. 10 -14; Cohen, 1985, pp. 317 — 321 ; Murchison, 2009, p. 25). Se han
reportado casos de transmision horizontal cuando un animal susceptible lame
los genitales de un animal enfermo y después lame los suyos, o los de otro
animal susceptible (Bloom, 1954, p. 275).

Hasta la actualidad no se han descrito con exactitud los mecanismos de
transmisién vertical asociados al TVT debido a que existen pocos estudios
publicados relacionados a hembras gestantes portadoras del tumor, algunos
autores sugieren que la baja incidencia de TVT en perras gestantes puede ser
porque el periodo de incubacion de las células tumorales es ligeramente mayor
al tiempo de gestacion normal, o porque se sospecha que se generan abortos
en las primeras etapas de prefiez que pasan desapercibidos por los
propietarios (Strakova, 2013, p. 24). Aunque se cree que el TVT es altamente
contagioso para los cachorros que entran en contacto constante con las
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secreciones de madres infectadas, la autora de este documento pudo cbservar
el desarrollo y crecimiento normal de dos cachorras, una nacida de una madre
portadora de TVT y otra adoptada por la misma, que no han presentado signos
de la enfermedad hasta el dia de la redaccién de este texto.

Experimentalmente el TVT puede ser inoculado por diversos mecanismos,
tales como: 1) trasplante mecanico de células viables, desde el tumor de un
animal enfermo adquirido de manera natural, a la mucosa de otro susceptible
(Nowinsky, 1876 y Sticker, 1906 citados por Das y Das, 2000, pp. 545 - 546;
Karlson y Mann, 1952, pp.1197-1213), dando como resultado masas
localizadas o regionales con caracteristicas similares a las desarrolladas de
manera natural, 2) por medio de la inoculacién de preparados de células
tumorales por via subcutanea (Hill, Yang y Watchel, 1984, pp. 39 — 45 ; Yang,
Chandler y Dunne-Anway, 1988, pp. 131 — 134; Cheng-Chi et al, 2007, pp. 479
- 491), generando masas subcutaneas no ulcerativas que ingresan en fase de
regresion espontanea, y 3) por medio de la inoculaciéon de preparados
celulares tumorales por via intravenosa (Stubbs y Furth, 1934, p. 279),
ocasionando presentacién generalizada de masas cutaneas y metastasis
tumoral.

2.1.5 Patogenia e inmunologia

Los mecanismos mediante los cuales las células tumorales pueden injertarse
de manera efectiva en los animales susceptibles de forma natural, no se
encuentran claramente determinados hasta la actualidad. Existen numerosos
estudios realizados bajo determinadas condiciones controladas en las cuales
se demuestran diversos efectos de las células de TVT, dependiendoc la edad y
estado inmunoldgico de los animales usados como experimento (Yang et al,
1988, pp. 131 — 134; Cheng-Chi et al, 2007, pp. 479 - 491).

En resumen se ha demostrado que luego del contagio de células de viables,
por cualquiera de los mecanismos explicados anteriormente en este trabajo, el
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tumor puede tomar dos caminos: 1) luego de un periodo de crecimiento, entrar
en fase de regresion en individuos inmuno competentes y generar en ellos
inmunidad posterior, 6 2) generar metastasis e incluso la muerte de individuos
inmuno deprimidos, natural o experimentalmente, por ejemplo: animales
sometidos a radiacién previo contagio, cachorros y neonatos (Yang et al, 1988,
p. 131), localizandose principalmente en linfonodos regionales vy
minoritariamente en bazo, rifién, pituitaria, linfonodos mesentéricos y peritoneo
(Merck, 2013).

El comportamiento del TVT en animales contagiados bajo condiciones
naturales varia en algunos aspectos con relacion a los animales
experimentales, siendo en el Ecuador fundamentalmente las condiciones de
vida de los perros un factor muy importante, muchos animales no presentan
regresion tumoral o se desconoce si este proceso tarda mas tiempo que el
descrito en la literatura porque no se puede realizar un seguimiento especifico
en la mayoria de la poblacion portadora de este tipo de cancer. Sin embargo,
los estudios realizados hasta la actualidad enfocados en la respuesta de
animales afectados al TVT pueden ser de utilidad y extrapolables a la realidad
mundial. La accién del sistema inmunolégico de los animales se ha agrupado
en dos grandes mecanismos que se describen a continuacion.

2.1.5.1 Mecanismos involucrados en la evasion del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) de los animales afectados

La principal caracteristica de los Canceres Clonales Transmisibles es su
propiedad de “aloinjerto”, es de interés comiin entre los cientificos dedicados a
la investigacion de este tema, el determinar como es posible que estas células,
se injerten, superen las barreras de histocompatibilidad y desarrollen en
animales no relacionados genéticamente e incluso entre individuos de
diferentes especies (perros, lobos, zorros).En 1987 Yang, Chandler y Dunne-
Anway, inocularon experimentalmente la regién subescapular subcutanea de
hembras y machos caninos con preparados celulares tomados de un tumor
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adquirido de manera natural, no se describe el nimero de animales o las
caracteristicas que se tomaron en cuenta para la selecciéon de estos caninos
(Yang et al, 1988, p. 131).

Luego de una exhaustiva evaluacién de las fases de crecimiento y regresién
de los tumores desarrollados, esta investigaciéon llegé a la conclusion de que
las celulas del TVT no generan una respuesta por parte de los glébulos
blancos del animal susceptible porque carecen de antigenos especificos para
MHC Clase Il. Se demostré también que las células tumorales carecen de la
expresion de betaz-microglobulina, proteina fundamental para la expresion de
antigenos especificos para MHC Clase | en la superficie celular {Yang et al,
1988, p. 133).

2.1.5.2 Mecanismos involucrados en la escasa reaccién leucocitaria de
los animales afectados

Una de las principales formas de evasion de la respuesta inmune de los
organismos por parte de células tumorales, es la afectacién de células
dendriticas (CD), aparentemente debido a la secrecién de isoleucinas
inmunosupresoras tumorales {(Diaz-Rubio y Garcia-Conde, 2000, pp. 220).Este
mecanismo ha sido reportado en varios canceres presentes en roedores y
seres humanos, pero no hay muchos datos relacionados a canceres en otros
mamiferos, lo que dio paso a la investigacion realizada en el 2007 por Cheng-
Chi et al.

Las CD son las células presentadoras de antigeno mas efectivas en el inicio y
mantenimientc de respuestas inmunolégicas (Diaz-Rubio y Garcia-Conde,
2000, pp. 209-211; Garcia, 1997, p. 88; Cheng-Chi et al, 2007, p. 479),
capaces incluso de procesar antigenos tumorales y transformarios en
antigenos especificos del MHC Clase | y Clase Il (Onishi et al, 2004, pp. 1083 -
1100; Tourkova et al, 2005, pp. 3045 - 3052), modular la activacion de
linfocitos natural killer (NK), asi como también de producir un amplio rango de
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citoquinas y quimoquinas reguladoras (Nimura et al, 2006, pp. 431 - 443;
Ferlazzo et al, 2002, pp. 343 - 351), siendo cruciales para mantener la
inmunidad antitumoral. Estudios realizados en 1994 determinaron que las CD
son generadas a partir de monocitos CD14* (Cella, Sallusto y Lanzavecchia,
1997, pp. 10 - 16). Algunos canceres como el carcinoma renal humano afectan
a esta clase de monocitos impidiendo la formacién de CD. En los caninos las
celulas dendriticas son producidas a partir de monocitos y medula 6sea
(Cheng-Chi et al, 2007, p. 480).

Los mecanismos de inoculacién y preparacion de animales experimentales en
el estudio realizado por Cheng-Chi et al, fueron similares a los realizados
veinte afos atras por Yang, Chandler y Dunne-Anway. Finalmente este estudio
llegd a la conclusién de que efectivamente las células del TVT, afectan a los
monocitos y a las CD mediante varios mecanismos: 1) suprimiendo una gran
cantidad de expresiones moleculares de superficie en las CD, 2) generando
apoptosis de CD y disminucién de la cantidad de monocitos, relacionadas a la
elevada secrecién de TGF-betal por parte del TVT, 3) ocasionando
alteraciones en la funcionalidad de CD por anormalidades mieloides y 4)
eliminando células B circulantes por medio de la secrecién de una proteina
soluble, que también causa la muerte de monocitos y CD (Cheng-Chi et al,
2007, pp. 487 - 489).

Como se ha indicado con anterioridad, ambos estudios demuestran que luego
de la etapa de crecimiento, existe infiltraciéon de linfocitos T en el tumor luego
de la recuperacion de CD, entrando en fase de regresion espontanea y
desapareciendo en maximo 4 meses {(Cheng-Chi et al, 2007, pp. 479 - 491)
(Ogilvie y Moore, 2008, p.669).
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2.1.6 Signos Clinicos

Figura 3.- Tumor Venérec Transmisible, vulva, perra.

a. La vulva presenta pérdida total de su arquitectura debido a una masa
verrucosa proliferativa ulcerada y cubierta por restos celulares necréticos.

Las masas tumorales primarias se localizan en perros machos por lo general
en la base del pene, con menos frecuencia desde la crura hasta el glande y
ocasionalmente en el prepucio {Karlson y Mann, 1952, pp. 1197 - 1213). En las
hembras, el TVT se localiza en la regién posterior de la vagina, generalmente
entre el vestibulo y la vagina, a veces rodea el orificio uretral e incluso puede
protruir desde la vulva (Moulton, 1990, pp. 498 - 502).

Generalmente los animales afectados no presentan signos claros en la etapa
inicial de crecimiento del tumor, después las masas se presentan como
papulas hiperémicas tanto en machos como hembras, que posteriormente se
muestran con una apariencia similar a una coliflor, pedunculada, nodular,
papilar o multilobular; pueden encontrarse en un rango de tamafo desde
nédulos pequefios de 5 mm de diametro hasta masas de gran tamaiio,
mayores a los 10 cm de diametro. Las masas son firmes pero friables cuya
superficie se presenta por lo general ulcerada e inflamada (Brown, Calvert y
MacEwen, 1980, pp. 983 - 986; Das y Das, 2000, p. 548; Eze et al, 2007, 57,
Ogilvie y Moore, 2008, p. 669; Merck, 2013).
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En la fase de crecimiento rapido del tumor, las masas se observan de color
rojo brillante debido a su extensa vascularizacion, si existe una invasion
profunda de la mucosa por parte del tumor, es muy comin que se presente
una infeccibn bacteriana secundaria haciendo que existan descargas
serosanguinolentas o hemorragicas puras, que con el tiempo se muestran
ulceradas con una apariencia necrética (Das y Das, 2000, pp. 547 - 548;
QOgilvie y Moore, 2008, p. 669). Si el tumor se localiza en la parte inicial de la
uretra, 0 es demasiado grande, puede existir obstruccion del flujo de orina, y
en hembras puede ocasionar distocias al momento del parto (Rust, 1949, pp.
10 - 14).

Aunque no muy frecuentemente, el TVT puede presentarse de manera
extragenital, siendo la cavidad nasal uno de los sitios mas comunes de
infeccién secundaria, mientras el tumor crece genera lesion de la mucosa
haciendo que el animal presente epistaxis, cuando las masas aumentan de
tamafo se genera ostedlisis y consecuentemente deformacion facial (Pérez,
Vergara, Ventura y Letelier, 1978, pp. 149 - 152; Rogers, Walker y Dillon,
1998, pp. 463 - 470; Levy et al, 2006, pp. 115 — 118). En boca y ojos se
presenta como papulas multilobulares, siendo muy parecido a las masas
genitales cuando se halla en los labios y mucho mas rojo y brillante si se
encuentra en mucosa bucal y amigdalas (Boscos, Ververidis, Tondis, Stamou y
Samartzi, 1998, pp. 167 - 170; Ogilvie y Moore, 2008, p. 669).

El TVT se describe como masas densas no encapsuladas, bien circunscritas y
heterogéneas, cuando se localiza en la dermis, submucosa y tejido conectivo
subcutaneo, bajo estas papulas es frecuente encontrar tejido cicatricial,
sugerente a lesiones producidas por mordeduras o rascado (Higgins, 1966, pp.
67 - 71}, que son la via principal de contagio de TVT en forma cutdnea,
también pueden hallarse ulceradas y sangrantes (Eze et al, 2007, pp. 55 - 56;
Merck, 2013).
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2.1.7 Diagnéstico

El diagnéstico de la enfermedad se debe iniciar con una exhaustiva anamnesis
en la cual es necesario evaluar el entorno en el que se desarrolla el animal y
los factores predisponentes a los que se encuentra expuesto (Das y Das,
2000, p. 550).

Generalmente, luego de una evaluacion fisica, las caracteristicas
anatomopatolégicas de las masas genitales son suficientes para confirmar la
enfermedad si las particularidades ambientales corroboran el mismo. Sin
embargo, es de vital importancia confirmar la sospecha diagndstica mediante
el uso de pruebas de laboratorio, la mas utilizada es la citologia, de facil
realizacion y que brinda un diagndstico certero siempre y cuando se frate de
masas genitales; los extendidos citolégicos muestran al TVT como un tumor de
células discretas (células redondas), cuyos nudcleos contienen cromatina
agregada, el citoplasma se presenta azul palido o incoloro con varias vacuolas
distintivas (Hernandez-Jaurequi, Gonzalez-Angulo y de la Vega, 1973,
pp.1187-1196; Cockrill y Beasley, 1975, p. 667; Hill et al, 1984, pp. 39 — 45
:Ogilvie y Moore, 2008, p. 669).

Puesto que los tumores de células redondeadas no solo abarcan al TVT, la
citologia puede no ser util cuando se trata de masas extragenitales, sobre todo
en aquellas producto de metastasis tumoral, o cuando la historia clinica del
animal no es completamente clara. El diagnéstico definitivo puede darse por
medio de biopsias de tejido sospechoso (Ogilvie y Moore, 2008, p.669). Si se
desea realizar un analisis exhaustivo de las células sospechosas, pruebas
como histoquimica y analisis con microscopio electrénico son capaces también
de diagnosticar el TVT de manera efectiva (Das y Das, 2000, 550; Eze et al,
2007, pp. 59 - 60; Murchison, 2009, p. 24).

Los hallazgos radiolégicos no son claros en el diagndstico del TVT, pero en
casos de presentacién extragenital, como masas nasales, pueden brindar
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signos clave para la sospecha del mismo junto con técnicas como la
rinoscopia. Cuando la cavidad nasal se encuentra afectada se pueden
presentar los siguientes signos radiograficos: 1) agrandamiento del proceso
palatino, 2) desplazamiento del vémer, 3) densidad de tejido blando en la
cavidad nasal con varias zonas radiolucidas, 4) cuerpos extrafios con densidad
de metal en la cavidad nasal (Fallon y Swayne, 1984, pp. 415 - 418). Cabe
recalcar que no son signos patognomdénicos del TVT y se recomienda la
confirmacion del diagnéstico por medio de las técnicas antes descritas.

Otras pruebas de laboratorio como analisis completos de sangre, no presentan
signos clave en el diagnostico del TVT y varian en gran medida en relacion al
estado de salud del animal.

2.1.8 Diagnéstico diferencial

Cuando las masas no son notorias, sobre todo en etapas iniciales, el sangrado
constante en hembras puede confundirse con estro o patologias como uretritis
o cistitis. En los machos, las masas son adn mas dificiles de notar a simple
vista por la proteccién que brinda el prepucio, por lo que se puede sospechar
de prostatitis, cuando el macho presenta incapacidad de protruir el pene
debido a las masas que obstruyen su salida, se puede sospechar de fimosis,
para fimosis o lesiones traumaticas del pene (Gordon et al, 1979 citado por
Das y Das, 2000, p. 548) aunque el TVT puede ocasionar estas Ultimas
patologias en machos crénicos (McLeod y Lewis, 1972, pp. 199 - 200). Cabe
recalcar que el TVT predispone altamente a los animales a infecciones del
tracto urinario, por lo que la realizacion de urocultivos puede mostrar gran
variedad de colonias bacterianas, desviando al clinico del verdadero agente
causal {Ogilvie y Moore, 2008, p.669). En animales de edad avanzada, se
puede sospechar de otras neoplasias del tracto urogenital, como por ejemplo
tumores uretrales o de la vejiga urinaria (Gordon et al, 1979 citado por Das y
Das, 2000, p. 548). Al aumentar de tamafio las masas pueden confundirse con
otros tumores del tracto reproductor, y en hembras callejeras o con historia
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clinica desconocida, cuyo tumor ha protruido de la vulva, se puede sospechar
de prolapso uterino.

La epistaxis ocasionada por TVT nasales, puede llevar a la sospecha de un
amplio rango de diagndsticos que abarcan: lesiones traumaticas como golpes
o atropellamientos, intoxicaciones por aceites naturales y rodenticidas,
trastornos coagulativos como anemia hemolitica inmuno mediada, alteraciones
en el factor de Von Willebrand o trombocitopenias, otra clase de tumores
nasales, rinitis, infecciones fungicas, pélipos nasales, masas metastasicas de
diversas neoplasias como carcinomas renales, infecciones bacterianas como
la bartonelosis y mycoplasmosis, entre otros (Bonagura, 2009, pp. 123, 153,
157, 175, 266, 277, 284, 292, 296, 352, 610, 613, 614, 615, 929, 949, 1243 y
1245).Las masas orales pueden confundirse con tumores bucales de otro
origen, épuli (Bonagura, 2009, p. 318) y, en clinicos con poca experiencia en la
enfermedad, incluso papilomas. El diagndstico dermatolégico del TVT,
dependiendo el grado de lesién, localizacién y tipo de ulceracién, puede
sugerir patologias como: erupciones cutaneas ocasionadas por diversas clases
de intoxicaciones, eritema multiforme o infestaciones parasitarias (Bonagura,
2009, pp. 561 y 1182). Las masas metastasicas, sobre todo las localizadas en
ganglios linfaticos, pueden llevar a un diagnéstico erréneo de linfosarcoma si
solo se basa en la observacion de extendidos citolégicos (Merck, 2013).

2.1.9 Tratamiento

Aunque el TVT presenta altas tasas de regresiéon espontéanea en individuos
inoculados experimentalmente (Yang et al, 1988, pp.131 - 134; Ogilvie y
Moore, 2008, p. 669), mundialmente este fenbmeno es escasamente descrito
en condiciones naturales de infeccién (Murchison, 2009, pp. 25 - 26; Strakova,
2013, p. 1). Se han descrito varios métodos de tratamiento de acuerdo al grado
de afectacién y estado de salud del animal enfermo que se describen a
continuacion.



23

2.1.9.1 Cirugia

Existen numerosos estudios enfocados en el porcentaje de éxito de la escision
quirargica de masas tumorales pertenecientes a TVT, el primer punto a tomar
en cuenta es que la remocién quirirgica no es efectiva cuando el animal
presenta metastasis o afectacién sistémica, 0 cuando los tumores son
demasiado grandes y ponen en riesgo la integridad del animal (Idowu, 1985,
pp. 74 - 78). Si el clinico tratante desea realizar este procedimiento, debe
efectuarse con electrobisturi o tratamiento crioquirdrgico con nitrégeno porque
el corte mediante métodos convencionales pone en riesgo el trasplante de
células viables a otras superficies corporales (ldowu, 1985, pp. 74 - 78). Un
estudio realizado en 35 perros con TVT primario y metastatico, demostré que
11 de los tumores escindidos, presentaron recurrencia dentro de los seis
meses posteriores a la operacion, por lo que esta modalidad no se considera
como efectiva por si sola, sino como complemento de otro tratamiento de
eleccion. (Amber y Henderson, 1982, pp. 350 - 352; Ogilvie y Moore, 2008, pp.
669 — 670).

2.1.9.2 Terapia radiante

El TVT es sensible a la radioterapia, lograndose tasas de regresién tumoral del
100% luego de una sola dosis de 10 Gy (Osipov y Golubeva, 1976, pp. 97 - 98,;
Thrall, 1998, pp. 217 - 219; Ogilvie y Moore, 2008, p. 670), sin embargo este
tratamiento requiere inmovilizacién quimica del animal {Boscos, 1988, pp. 10 -
15), no es efectivo si el tumor presenta metastasis (Thrall, 1998;0gilvie y
Moore, 2008, p. 670) y en algunos casos, no es econémicamente accesible
para el propietario, o el médico tratante no posee el equipamiento necesario
para realizarla, por o que no se |la toma como tratamiento de eleccién.
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2.1.9.3 Inmunoterapia

Inicialmente, antes de conocer los mecanismos especificos de afectacién
organica del TVT, varios investigadores usaron técnicas generales enfocadas
en mejorar la respuesta inmune de los animales, mediante el uso de
transfusiones de sangre entera y suero, pero los resultados fueron variables y
no todos efectivos (Bergell y Sticker, 1907 citado por Das y Das, 2000, p.
551;Crile y Beebe, 1908, pp. 385 - 406; Prier y Johnson, 1964, pp. 1092 -
1094; Powers, 1968, pp. 1637 - 1645; Cohen, 1972, pp. 75 - 112). Otros
clinicos han utilizado toxinas bacterianas para tratar la enfermedad
demostrando efectos positivos y satisfactorios en las tasas de recuperacion de
los pacientes, incluyendo toxinas de Chromobacterium prodigiosums olas o en
combinacién con otros organismos (Carteaud, 1965, pp. 685 - 696; Bennet,
Debelak-Fehir y Epstein, 1975, pp. 2942 - 2947), sin embargo son estudios
aislados de tratamiento que no se han protocolizado y contindan en
investigacion hasta la actualidad.

2.1.9.4 Quimioterapia

Se ha medido la efectividad de diversos tratamientos medicamentosos a lo
largo de los afios, demostrandose que aquellos con caracter antimitético son
los mas adecuados, incluso en animales con metastasis tumoral (Boscos,
1988, pp. 10 - 15). Dentro del grupo de quimioterapéuticos citotoxicos se han
usado drogas como ciclofosfamida (Pandey, Chandpuria, Bhargava y Tiwari,
1989, pp. 510 - 513; Das, Das, Das y Das, 1991, pp. 249 - 252), metotrexato
(Das et al, 1991, pp. 249 - 252), doxorrubicina, vinblastina y vincristina
(Calvert, Leifer y MacEwen, 1982, pp. 163 - 164), obteniendo resultados
variados relacionados al estado de salud de los animales tratados y las dosis
aplicadas.

Algunos investigadores recurrieron al uso conjunto de agentes antineoplasicos
en terapias combinadas, demostrando que el uso de ciclofosfamida,
metotrexato y vincristina al mismo tiempo, era efectivo en el tratamiento del
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TVT, sin recurrencia o efectos adversos, incluyendo remisién de tumores
extragenitales (McAfee y McAfee, 1977, pp. 199 - 203; Brown, Calvert y
MacEwen, 1980, pp. 983 - 986; Das et al, 1991, pp. 249 -252; Hoque, Pawde y
Singh, 1995, p. 973 - 975).En 1977 y 1996, dos estudios sefialaron que el uso
de vinblastina intravenosa a dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal de manera
semanal, lograba casi una completa recuperacién de los pacientes luego de 4
o seis dosis (Wasecki y Mazur, 1977, pp. 142 - 143; Singh, Rana, Pangawkar y
Gupta, 1996, pp. 71 - 81).Conforme se protocolizaron las terapias conjuntas,
se demostré también la aparicién de efectos no deseados en los pacientes
caninos, tales como: anorexia, vomito y diarrea luego del uso de vinblastina
(Wasecki y Mazur, 1977, pp. 142 - 143), mielosupresion (Theileny Madewell,
1987, pp. 183-196), sinergismo opuesto entre varios medicamentos (Bender y
Hamel, 1991, p. 9 - 14), desarrollo de resistencia a drogas antineoplasicas
causada por el metotrexato (Kamen y Winick, 1988, pp. 2713 - 2715) e
inmunosupresion ocasionada también por el metotrexato (Horton, 1990, pp. 89
- 95).

En los afios comprendidos entre 1980 y 2000, varios estudios llegaron a la
conclusion de que el sulfato de vincristina solo, a dosis de 0,025 mg/kg
semanales, era 100% efectivo en el tratamiento del TVT, tanto primario como
metastasico (Calvert et al, 1982, pp. 163 - 164; Tuntinovich, 1983, pp. 104 -
121; Idowu, 1984, pp. 191 - 198; Das et al, 1991, pp. 249 - 252; Maiti, Roy, Al
y Ghosh, 1995, pp. 614 - 615; Singh et al, 1996, pp. 71 - 81), demostrandose

que los efectos adversos, mencionados anteriormente, eran casi nulos.

Se pensaba entonces que este procedimiento evitaba también la generacion
de resistencia a la droga, por lo que se ha determinado a la terapia con
vincristina como tratamiento de eleccién para el TVT a nivel mundial, aunque
estudios recientes demuestran que varios animales han generado resistencia a
la vincristina (Strakova, 2013, pp. 15 - 16), algunos autores recomiendan el
cambio de agente antineoplasico si no existe respuesta después de la sexta
administracién de vincristina (Said, Silva, Albuquerque, Sousa-Neta y Lavinsky,



2009, pp.1-3), por lo que ha recomendado el uso de terapia radiante en masas
primarias focallzadas o Adriamicina a dosls de 30 mg/m2 cada tres semanas
{Merck, 2013; Calvert et al, 1982, pp. 163 - 164).
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técnicas quinirgicas, seguida por el tratamierto con dnicaments Vineristina.
b. El sigulente gréfico demuesira la efectivikiad del tratamlento con Vincristina, dentro del
ﬁal InT encuestades respondieron tenar hasta un 100% de respuesta positiva y regreskin

moral.

2.1.10 Control y prevencién

Hasta la actualidad no se han desarrollado vacunas o medicamentos que
eviten la enfermedad o disminuyan las tasas de contagio. Puesto que se ha
demostrado que la presencia de animales callejeros y ferales, es un gran factor
determinante en la transmisién del TVT, se recomienda a los propistarios tener
un elevado control de sus animales y evitar que 8stos deambulen librements.

La vigllancla repreductiva de animales es Importanta tamblén en la prevenclén
del TVT, cuya forma comin de coniagic es la genital. En animales no
destinados a la reproduccidn, la esterilizacién y castracidn quirdrgica son
métodos ideales de control, pues se disminuye el riesgo de contagio por monta
y por actitudes soclales relaclonadas a hormonas sexuales, como fugas,
mordeduras, lamidos, etc. En criaderos de pemos y ceniros de rescate,
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hospedaje o lugares donde se favorezca el hacinamiento de caninos, es de
vital importancia realizar evaluaciones fisicas completas de los animales que
se deseen ingresar, asi como aprovechar al maximo periodos de cuarentena
destinados a la evaluacion de otras patologias infecto contagiosas para
animales sospechosos de TVT (Head, 1967, pp. 251 — 275).

2.2 Eritropoyetina

En el campo de la oncologia tanto humana como veterinaria, el usc de factores
quimioterapéuticos genera también efectos adversos en el organismo de los
pacientes tratados. Uno de los efectos mas comunes es la aparicién de anemia
por mielosupresién o falla renal crénica iatrogénicas (Ogilvie y Moore, 2008,
p.317). Con la finalidad de contrarrestar estos efectos y favorecer la
recuperacion del paciente, se emplean en la actualidad factores de crecimiento
hematopoyéticos para reducir el nimero de ftransfusiones y estimular la
eritropoyesis normal del organismo (Elmslie, Dow y Ogilvie, 1991, pp. 283 —
293; Yasuo et al, 2013, p. 481).

La Eritropoyetina (EPO} es una glicoproteina que se produce mayoritariamente
en las células intersticiales peritubulares del rifidn luego de la presencia de
hipoxia. El higado también puede aportar un 10 — 15% de su produccién por
parte de hepatocitos especificos y células Ito (Latimer, Mahaffey y Prasse,
2005, p.9; Acs et al, 2001, p. 3561).

Actila mediante receptores especificos de Eritropoyetina (EPOR) y sus
principales funciones incluyen: 1) inhibicion de la apoptosis de células
progenitoras y prorubricitos recién formados, permitiendo su diferenciacién a
eritrocitos maduros y, 2) estimulacién de |la sintesis de hemoglobina en las
células eritrocitoides en divisién (Acs et al, 2001, p. 3561; Latimer, Mahaffey y
Prasse, 2005, p.9). En la actualidad se ha demostrado la expresion de EPO y
EPOR en tejidos no hematopoyéticos, sugiriendo un campo de accién mas
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amplio de esta proteina, incluyendo la regulacion de crecimiento celular,
sobrevivencia celular y angiogénesis (Acs et al, 2001, p. 3561).

2.2.1 Estudios realizados en pacientes oncolégicos humanos y caninos

2.2.1.1 EPO como terapia selectiva en hipoxia tumoral

La hipoxia tumoral, ha sido una de las terapias de eleccién en el tratamiento
del cancer, sobre todo cuando se presentan masas solidas, pues éstas tienden
a ser mas resistentes a terapias radiantes y quimicas. El principio en el cual se
basa esta terapia, es que la hipoxia estimula apoptosis celular, por lo tanto se
desea reducir el nimero de células neoplasicas. Sin embargo, estudios han
demostrado que la vascularizacién de tumores sélidos es frecuentemente
reducida o abolida por diversas anormalidades de los vasos tumorales, por la
geometria de su difusion y/o microcirculacion alterada, y gracias a diversos
mecanismos involucrados, incluyendo modificaciones genéticas hipoxia-
dependientes, la reduccion de oxigeno en estas neoplasias aumenta su
malignidad y porcentaje de metastasis (Kizaka-Kondoh, Inoue, Harada y
Hiraoka, 2003, p. 1021).

Se pensaba que el uso de EPO en terapia combinada con agentes quimicos y
radiactivos podia resultar efectiva en terapias selectivas destinadas a la
oxigenacion de masas sodlidas y disminucién de tasas de mortalidad (Kizaka-
Kondoh et al, 2003, p. 1024), pero otros autores han demostrado la presencia
de EPO y EPOR en masas sdlidas hipdxicas, sugiriendo una estrecha relacion
entre la presencia de esta glicoproteina y el aumento de la resistencia y
supervivencia tumoral (Acs et al, 2001, p. 3563).

2.2.1.2 EPO como Factor de Crecimiento Eritropoyético

La EPO Recombinante Humana (rhEPO), es una droga de uso mundial,
utilizada para tratar trastornos anémicos, renales y fatiga relacionados a
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alteraciones oncoldgicas. Varios estudios han demostrado, sin embargo, que
las tasas de mortalidad de pacientes tratados con EPO se elevaron, poniendo
en duda la efectividad de esta proteina (Brower, 2003, p. 1).

Como se describié con anterioridad, la EPO actia por medio de receptores
especificos, perteneciendo a la familia de los receptores de citoquinas. Aunque
los EPOR no presentan una actividad intrinseca como quinasa, tienen la
capacidad de unir y activar tirosina-quinasas intracelulares, permitiendo que se
liberen sefiales mitogénicas (Acs et al, 2001, p. 3561). Se creia que las Unicas
células que presentaban EPOR eran los eritrocitos (Latimer et al, 2005, p. 9),
pero en la actualidad se conoce que células cancerigenas provenientes de
tejido renal, cerebral, glandulas mamarias y tracto genital femenino son
capaces de expresar EPO y EPOR (Acs et al, 2001, p. 3561).

Para demostrar la directa relaciéon de la EPO con la tasa de malignidad
neoplasica, se realizaron estudios en cancer de mama humano, dentro de los
cuales se determind que las masas sélidas tumorales expresaban EPOR, en
contraste con tejido mamario sano, dentro del cual ninguna célula presentaba
estos receptores, sugiriéndose por tanto que solo células con mutaciones
cancerigenas adquirian la capacidad de expresarlos (Acs et al, 2001, p. 3563).
El problema ocasionado por la apariciébn de estos receptores se relaciona
directamente a las funciones que cumple la EPO en condiciones normales. Ya
explicado en parrafos anteriores, esta glicoproteina es fundamental para la
mantencién de oxigenacion tisular en condiciones de hipoxia; por lo tanto se ha
demostrado que masas sélidas tumorales hipéxicas presentan alteraciones en
el gen HIF-1, y éste a su vez estimula la presentacion del gen de activacién de
EPO; con una disminucién de oxigeno, la EPO genera en los tumores
adaptacion a la isquemia y angiogénesis, por medio de la estimulacion del
aumento del factor de crecimiento endotelial (Acs et al, 2001, pp. 3563 — 3564;
Sytkowski, 2007, p. 1).
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Otra funcion de la EPO, es evitar la apoptosis de células progenitoras
hematopoyéticas, por lo tanto, reduce también las tasas de apoptosis celular
en células cancerigenas con EPOR, aumentando el grado de supervivencia
tumoral; hipdtesis confirmada en el estudio de cancer de mama, donde se
observaron escasos nucleos apoptoticos en las muestras tumorales evaluadas
(Acs et al, 2001, pp. 3563 — 3564).

Se sospecha entonces, que el aumento de mortalidad en pacientes tratados
con rhEPQ se debe al crecimiento de masas tumorales existentes y metastasis
de las mismas (Acs et al, 2001, p. 3564). Un estudio reciente demostrd, sin
embargo, que el uso de otros factores de crecimiento eritropoyético como la
epoyetina beta y darbepoyetina alfa, en sustitucién de rhEPO, podia mejorar
los trastornos anémicos de los pacientes con cancer y disminuir los
porcentajes de transfusiones sanguineas, sin la presentaciéon de los efectos
colaterales descritos con anterioridad relacionados a la EPO, siempre y
cuando se realice una exhaustiva evaluacién de los pacientes para poder
determinar si este presenta EPOR fuera del tejido hematopoyético (Yasuo et
al, 2013, p. 484).

2.2.1.3 Uso de rhEPO en pacientes caninos

Los efectos de las terapias antineoplasicas en perros son muy similares a los
descritos en seres humanos, por lo tanto el uso de factores de crecimiento
hematopoyético son comunes en la clinica de especies menores. El uso de
eritropoyetina recombinante canina (rcEPQ), sin embargo, no es muy difundido
puesto que no se encuentra ampliamente disponible a nivel mundial (Ogilvie y
Moore, 2008, p. 318).

En 2004, Randolph y sus colegas probaron los efectos del uso de rhEPQO en
caninos y su nivel de seguridad, si bien el estudio no tomé en cuenta animales
con cancer y se basé en insuficientes renales, los resultados obtenidos pueden
ser extrapolados a las terapias oncolégicas. Se evaludé entonces el rango de
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efectividad de la rhEPO en 19 animales con insuficiencia renal crénica y
anemia grave a consecuencia de la misma, demostrando buenos resultados.
Aunque la rcEPO estimulaba la eritropoyesis sin mayores inconvenientes, la
rhEPO podia ocasionar en algunos pacientes hipoplasia eritroide y desarrollo
de anticuerpos; si bien los efectos no siempre eran los deseados, no se
descarta el uso de rhEPO en perros cuando no se puede adquirir la versidn
canina de la misma, puesto que a pesar de las patologias que ocasiona, es
capaz de mejorar el estado de salud del paciente (Randolph, Stokol, Scarlett y
MacLeod, 2004, pp. 81 - 91).

No se ha reportado con exactitud, una directa relacion entre la presencia de
EPO/EPOR y tasas de mortalidad en pacientes caninos con cancer, por lo que
se recomienda profundizar el estudio del mismo en clinicas, hospitales y
escuelas de Medicina Veterinaria a nivel mundial.
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

3.1 Ubicacion geografica

En el Ecuador no existe un censo oficial de la poblacién canina a nivel nacional
ni provincial, tampoco se registra informacion de la prevalencia de TVT. El
area de estudio fue escogida después de un anadlisis previo de casos
identificados como sospechosos de TVT por parte de la autora de esta
investigacion.

El estudio se desarrollé en dos provincias del Ecuador. La primera provincia
fue Imbabura, localizada en la region sierra norte del pais, en las coordenadas
00° 07 y 00° 52 |atitud norte; 77° 48" y 79° 12° longitud oeste (IGM, 2013), con
una poblacién total de 398244 habitantes (INEC, 2010), direccionando la toma
de muestras a los cantones Antonio Ante, Otavalo, Cotacachi y Urcuqui. La
segunda provincia fue Pichincha, localizada en la regidén sierra norte del
Ecuador dentro de las coordenadas 0°15'00"S 78°35'00"0 (IGM, 2013), con
una poblacién total de 2576287 habitantes (INEC, 2010) enfocando el estudio
al cantén San Miguel de los Bancos.

3.1.1 Provincia de Imbabura

El cantén Antonio Ante esta ubicado al noroeste de la provincia de Imbabura,
9 km al sur de la ciudad de Ibarra dentro de las coordenadas 0°19°12°N
78°12'36"0; posee una extension de 79.26 km2, que corresponde al 4% del
total de la Provincia (IEE, 2013); los caninos muestreados se localizaron en las
parroquias Andrade Marin y Chaltura, ubicadas a 2360 m.s.n.m., presentando
una temperatura promedio de 18°C {IGM, 2013). El cantén Otavalo se localiza
en la provincia de Imbabura, dentro de las coordenadas latitud NO°10°'N0O°20’ y
longitud W78°30°, posee una extensién de 513,6 Km? (IGM, 2013); las
parroquias escogidas en este cantébn como centro de muestreo fueron lluman y
San Luis de Otavalo, localizadas a 2550 m.s.n.m. con una temperatura
promedio de 14°C (IGM, 2013). El cantén Cotacachi perteneciente a Imbabura,
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se ubica en las coordenadas 0°18'00"N 78°16'00"0O con una extensién de 1809
Km?, siendo la mas grande de la provincia (IGM, 2013); se muestrearon
animales pertenecientes a la parroquias Quiroga y San Francisco, localizadas
a 2450 m.s.n.m. con temperaturas que oscilan entre los 12 y 15°C (Gobiemo
Municipal de Cotacachi, 2009).Urcuqui es un cantén de la provincia de
Imbabura localizado en las coordenadas 0°25"13"N78°11'50°0C con una
extension de 767 Km?2 (GAD Municipal de San Miguel de Urcuqui, 2014), se
evaluaron animales pertenecientes a la parroquia San Miguel de Urcuqui,
localizada a 2307 m.s.n.m con una temperatura promedio de 14 a 19°C (GAD
Municipal de San Miguel de Urcuqui, 2014).

3.1.2 Provincia de Pichincha

La parroquia de Mindo, perteneciente al cantén San Miguel de Los Bancos fue
centro de muestreo en la provincia de Pichincha, se encuentra localizada a
1250 m.s.n.m. con una temperatura promedio de 20°C. Esta ubicada 80 Km al
noroeste de la capital del pais, en las coordenadas
0°03'04.29"S 78°46'41.89"W (IGM, 2013).

3.2 Diseno del estudio

El estudio es de corte transversal, en el cual se evaluaron los niveles séricos
de EPO circulante en caninos portadores de TVT mediante la técnica de RIA,
ademas se compararon los parametros hematolégicos obtenidos mediante
hemogramas en caninos portadores de TVT y se los relacioné con aquellos
obtenidos en caninos control, asi como también se determind la posible
asociacién entre los valores obtenidos en hemograma con los niveles séricos
de EPO en animales enfermos y control. Para alcanzar estos objetivos, se
evaluaron clinicamente un total de 589 caninos, determinandose como “unidad
experimental” al grupo de animales que compartieron caracteristicas en comun
de interés para el estudio, clasificandose en 3 grupos.
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Siendo factores determinantes: la falta de datos asociados a poblacién canina
y prevalencia de TVT en el pais, se establecié que todo animal que resulte
positvo a TVT al examen clinico efectuado durante la Jornada de
Esterilizacion masiva organizada por la Fundacién Proteccion Animal Ecuador
PAE- Capitulo Ibarra, durante los dias 31 de julio del 2014 al 21 de agosto del
mismo afio, ingresara a formar parte del grupo de caninos “Positivos a examen
clinico”, asegurandose de que la altura sobre el nivel del mar de los sitios a
muestrear no presente variantes significativas que pudiesen interferir en los
resultados de la investigacion.

3.21 Grupo 1: “Positivos al examen clinico”

Conformado por 11 caninos diagnosticados como clinicamente positivos a TVT
durante las Jornadas de Esterilizacion. Los animales fueron categorizados
dentro de la unidad experimental luego de presentar signos clinicos similares a
los descritos en el Capitulo 2 para casos de animales con TVT genital.

3.2.2 Grupo 2: “Control Imbabura”

Conformado por 31 caninos clinicamente sanos que compartieron
caracteristicas similares como: tamafio, sexo, edad, raza, entre otras, a los
caninos del grupo 1 “Positivos al examen clinico” (Martinez, 2014, entrevista
personal a Elizabeth Murchison Ph.D). Este grupo control se encuentra dividido
en tres, con la finalidad de abarcar una extensién geografica similar a la
ubicacion de los animales enfermos. El lugar de muestreo y ndmero de
animales dentro de esta unidad experimental se relaciond con las facilidades
logisticas y estado de salud de los animales de la zona. Se muestrearon: 13
caninos provenientes de la parroquia lluman, cantén Otavalo, 8 caninos
provenientes de la parroquia San Luis de Otavalo, cantén Otavalo; y 10

caninos provenientes de la parroquia San Francisco, cantén Cotacachi.
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Conformado por 14 caninos clinicamente sanos con caracteristicas similares a

los caninos abarcados en el Grupo 2, localizados geograficamente en una

zona con menor altitud sobre el nivel del mar, ~1000 m.s.n.m., en relacion a los

animales de las dos primeras unidades experimentales. El nimero de animales

muestreados se encuentra directamente relacionado a la disponibilidad

logistica y estado de salud de los animales de la zona.

Tabla 1.- Distribucion geografica y por género de los caninos evaluados y los caninos

seleccionados como control (Grupos 2 y 3).

Caninos Caninos Caninos Caninos
Provincia Canton Hembra Macho Hembra Macho
Evaluados Evaluados Control Control
Antonio Ante 172 2 0 0
Otavalo 154 18 26 5
Imbabura
Cotacachi 141 19 6 4
Urcuqui 28 5 0 0
o San Miguel
Pichincha de los 25 5 9 5
Bancos
Total 520 69 41 14

3.3 Materiales

3.3.1 Materiales de Campo

¢ 100 jeringas 10 ml Fortune Medical®

¢ 1 caja de agujas hipodérmicas 20G NIPRO®

¢ 1 caja de guantes de examinacidn, talla S SuperCare®
+ 1 caja de mascarillas descartables SUMBOW®



e 100 gasas estériles HERENCO®
e 1 rasuradora portatil WAHL®

¢ 1 tijera curva aguda-roma

e 250 ml alcohol

¢ 250 ml savién

e 100 ml formol al 10%

¢ 1 tijera curva aguda-roma

¢ 50 hojas de bisturi #10 ETROS®
¢ 1 pinza anatémica diente de ratén
e 1 fonendoscopio LANE®

¢ 1 termdmetro digital Hansaplast®
¢ 1 marcador multiuso Sharpie®

¢ 1 cuaderno pequeno espiral Norma®
e 1 esfero Bic®

¢ 1 cooler mediano Rubbermaid®

¢ Hielo quimico

e Filipina

¢ Mandil

3.3.2 Materiales de Laboratorio

e 332 cryotubos de 2 ml Thermo Fischer Scientific®

« 100 tubos sin anticoagulante tapa roja 10 ml Vacutainer®

¢ 150 tubos con anticoagulante EDTA pediatricos, 1 ml MiniCollect®
¢ 100 pipetas Pasteur®

« 100 hisopos mango largo Caricia®

e 200 portaobjetos MedicLife®

e 200 cubreobjetos KnittelGlass®

¢ 11 recipientes para histopatologia Cellstor®

¢ 1 centrifuga Clay Adams, Becton Dickinson & Co®.

¢ Tincion Diff-Quick®

36
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Resina sintética para extendidos celulares
Roxicaina al 2% en Spray
Contador Hematol6gico BC320C Mindray®
42 microcapilares con anticoagulante
1 masilla selladora de microcapilares Bra-Seal®
1 microcentrifuga TG12M, Madell Technology Corporation®
1 tabla de lectura para microhematocrito
1 Recombigen EPO kit®
o EPO Yodada (112%)
o Antisuero de conejo antieritropoyetina (Epoyetina Alfa)
o Antisuero de cabra anti IgG de conejo.
o EPO estandar A (0 mlU/mL)
o EPO estandar B (56 mIU/mL)
o EPO estandar C (10 mlU/mL)
o EPO estandar D (25 mlU/mL)
o EPO estandar E (50 mlU/mL)
o EPO estandar F (100 mIU/ mL)
o EPO estandar G (200 mIU/mL)
o EPO Control #1
o EPO Control #2
1 micropipeta Eppendorf® de 1000 ul serie J21532C
1 pipeta Eppendorf Multipette®
50 tubos para inmuno ensayo (12 x 75 mm)
1 mezclador Vortex VWR®, VX-2500
1 incubadora Grant® W38
1 gamma contador RIASTAR NO1, Packard®
1 centrifuga refrigerante (2000 xg) MISTRAL 3000, Meadowrose®
Agua purificada
Gradillas para tubos de diferentes tamafios

Crondmetro Dual®.
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3.4 Métodos

3.41 Examen clinico

Previa toma de muestras, se evaluaron clinicamente 559 caninos en la

provincia de Imbabura. La inspeccién se dividié en dos partes y se llevé a cabo

durante las jornadas de esterilizacion.

La primera parte fue realizada antes de la cirugia de esterilizacion tomando en

cuenta el siguiente protocolo (Anexo 1):

Anamnesis: En el momento de la inscripcion del animal y toma de datos del
propietario, se evaluaron aspectos relacionados a:

Estado de salud general del animal: vacunaciones, desparasitaciones,
enfermedades previas.

Estado reproductivo: periodo estral, nimero de camadas, ultimo
celo/parto, duracién de celo, entre otras.

El entorno en el cual se desenvuelve: lugar donde vive, animales con los
cuales convive.

Factores que pudiesen predisponer al canino a contraer la enfermedad:
animales sueltos en la zona, presencia de animales con lesiones
sospechosas en el lugar.

Signos de alerta que el propietario pudo haber notado en el estado fisico
de su mascota: sangrado excesivo genital, masas de caracter

desconocido, secreciones genitales anormales, entre otras.

Cualquier factor considerado de interés para la autora de la investigacién fue

escrito dentro del area de observaciones en la hoja de registro del animal para

posteriormente ser tomado en cuenta por parte del personal involucrado
(Anexo 1).
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e Examen fisico: Una vez registrado el animal, se evalud su estado fisico
considerando condicién corporal, porcentaje de deshidratacién, valoracion
6culo-nasal, de membranas mucosas bucales, genitales y rectales,
chequeo dermatolégico en busqueda de lesiones sospechosas y condicién
de nodulos linfaticos. Animales con signos clinicos sugerentes a TVT
fueron separados del grupo antes de ser operados.

La segunda parte de la inspeccién fue realizada en el area de recuperacién
postoperatoria, estableciendo nuevamente un intenso examen fisico, para
confirmar o descartar el diagndstico establecido antes de la cirugia {Anexo 1).
Posterior a las Jornadas de Esterilizacion, se evaluaron 30 caninos en la
provincia de Pichincha siguiendo el mismo protocolo de anamnesis y examen
fisico descritos anteriormente con la finalidad de descartar en ellos la
presencia de cualquier patologia clinicamente diagnosticable y clasificarlos
dentro del Grupe 3 “Control Pichincha”.

3.4.2 Categorizacion de caninos

Todo canino con signos clinicos sugerentes a TVT genital fue separado del
grupo de animales a esterilizar antes de la realizacién de la cirugia. Se ejecuté
nuevamente una intensa evaluacién fisica del animal, tomando en cuenta
estado de mucosas y calidad de las masas genitales que presentaba {Anexo
1). Las masas tumorales sospechosas fueron clasificadas como sugerentes a
TVT luego de presentar caracteristicas concordantes con la descripcion fisico-
clinica de la patologia en el Capitulo 2, confirmando la sospecha con la
anamnesis realizada previamente en busqueda de factores altamente
predisponentes relacionados a: sector donde se desenvuelve el animal y
estado reproductivo del mismo; el procedimiento se fundamentd en la
recomendacion realizada por Goldschmidt y Hendrick, dentro del cual se
establece que todo tumor de localizacién genital con caracteristicas tipicas de
TVT, es diagnosticado como tal hasta que se demuestre lo contrario por medio
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de técnicas de laboratorio especificas que incluyen tinciones especiales,
microscopia electrénica o inmunohistoquimica (Meuten, 2002, p.115).

Los caninos establecidos como parte de la unidad experimental “Grupo 2:
Control Imbabura” fueron escogidos en relacién a las facilidades logisticas
presentadas durante las jornadas de esterilizaciéon. Aquellos animales que no
presentaron signos de alerta de ninguna patologia durante la inspeccion inicial
fueron evaluados nuevamente, y tomando en cuenta los mismos factores
analizados en los animales sospechosos, fueron diagnosticados como libres
de TVT. Los caninos clasificados dentro de la unidad experimental “Grupo 3:
Control Pichincha” fueron seleccionados después de no presentar signos
clinicos sugerentes a ninguna patologia luego del examen fisico, afiadiéndose
al mismo la evaluacion de presencia de garrapatas que pudieran predisponer
al canino a patologias hemoparasitarias.

3.4.3 Toma de muestras

Antes de la toma de muestras, se recolecté informacion de cada animal, para
lo cual se elaboré un registro de los caninos del estudio, tanto enfermos como
control, en el cual se describieron los siguientes aspectos: codigo del animal,
nombre del canino, fecha de toma de datos, peso, condicién corporal, raza,
sexo, edad, estado reproductivo, propietario, temperatura rectal, estado de
mucosas, frecuencia cardiaca, ritmo cardiaco, frecuencia respiratoria, ritmo
respiratorio, estado de nédulos linfaticos, evaluacion 6culo-nasal y
dermatoldgica, y evaluacion de reflejos tusigeno y deglutorio (Anexo 3 y Anexo
5).

Se extrajeron 7 ml de sangre venosa yugular de todos los caninos, tanto
sospechosos a TVT como control Pichincha e Imbabura, con una jeringa de 10
ml y una aguja 20G. 6 ml fueron colocados en un tubo sin anticoagulante tapa
roja y 1 ml fue colocado en un tubo pediatrico con anticoagulante EDTA tapa
morada (Anexo 2).
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El protocolo de sujecion de animales y extraccion de sangre fue basado en la
técnica especificada en el “Manual para Auxiliares Técnicos Veterinarios” de la
Asociacién Britanica de Veterinarios de Pequerios Animales (BSAVA) que se
describe a continuacion:

Sujecion para venopuncion yugular (Moore y Simpson, 2003, p. 160)

¢ E| ayudante se coloca a la izquierda del paciente.

e Mantener al animal sentado en el borde de la mesa para acceder bien a la
vena.

¢ El brazo derecho del ayudante se pasa por encima del dorso del paciente y
alrededor de las extremidades delanteras para controlarlas.

o Elbrazo izquierdo se usa para controlar y sujetar la cabeza.

¢ Rasurar y preparar asépticamente una zona sobre la vena.
Aplicar presién en la vena con el pulgar, tensando el exceso de piel con los
dedos de la misma mano.

e Obtener la muestra con una aguja y jeringa estériles.

e Liberar la oclusion de la vena antes de retirar la aguja de la misma.

» Ejercer presiéon inmediata con el pulgar sobre el punto de presion.

¢ Nota: puede existir una variante con el animal recostado de forma lateral,
en la cual se extienden los cuatro miembros del canino hacia caudal y la
cabeza se dirige cranealmente para facilitar la observacién de la vena.

Luego de la toma de muestras sanguineas se realizaron otros procedimientos
de toma de datos y muestreo en los Grupos 1 y 2, que se describen a
continuacién:
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3.4.3.1 Otros procedimientos de toma de muestras realizados

Grupo 1

Se posiciond al animal en declbito dorsal para favorecer la evaluacion tumoral.
A parte del registro creado con anterioridad, se afiadieron a un nuevo registro
datos relacionados a la masa genital comprendiendo: alto, ancho y profundidad
del tumor, localizacidn exacta de la neoplasia, presencia de masas
secundarias, presencia de secreciones y otras observaciones (Anexo 2). Con
un portaobjeto previamente etiquetado se procedié a realizar una impronta
tumoral y con un hisopo mango largo se realizaron dos frotis genitales con la
finalidad de confirmar |la sospecha de TVT citolégicamente (Anexo 2). Raskin y
Meyer, describen la técnica de frotis genital como efectiva en el diagnéstico de
esta enfermedad (Raskin y Meyer, 2010, p. 293). Posteriormente se procedio a
tomar una biopsia de la masa sospechosa luego de la aplicacion de Roxicaina
en Spray en la mucosa tumoral. Las biopsias fueron almacenadas en un
cryotubo con 2ml de formol al 10% a temperatura ambiente.

Grupo 2

Con un hisopo mango largo se procedieron a realizar tres frotis genitales en
portacbjetos previamente etiquetados para confirmar citolégicamente la
ausencia de células tumorales caracteristicas de TVT.

3.4.4 Procesamiento de muestras

3.4.4.1 Obtencion de suero y alicuotas

El primer procedimiento realizado fue la extraccién de muestras de sangre y la
obtencién de sueros sanguineos y alicuotas de las muestras pertenecientes a

los Grupos 1 y 2, siendo escogido como lugar de ejecucién el “Laboratorio
Clinico Pasteur”, localizado en la parroquia Atuntaqui, cantén Antonio Ante,
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provincia Imbabura. Las muestras de sangre tomadas en tubos sin
anticoagulante durante las jornadas de esterilizacion, fueron almacenadas en
un contenedor sin hielo, dejandolas reposar sin movimiento hasta la formacién
de un coagulo sanguineo y posteriormente transportadas para su
procesamiento. Los tubos fueron centrifugados durante 7 minutos, y el suero
resultante fue extraido con una pipeta Pasteur y alicuotado en un cryotubo de
2 ml, para ser almacenado luego a -20°C en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia Animal perteneciente a la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, localizada en la parroquia Sangolqui, cantén Rumifiahui,
provincia de Pichincha.

Las muestras obtenidas del Grupo 3 fueron almacenadas en un recipiente sin
hielo, siguiéndose el mismo método de reposc que el descrito en el parrafo
anterior y procesadas en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, utilizandose el
protocolo explicado con anterioridad, incluyendo criterios de almacenamiento y
congelacion.

3.4.4.2 Hemograma

El segundo procedimiento fue la realizacion de hemogramas a las muestras
tomadas de los Grupos 1 y 2. Se seleccionaron como lugares de ejecucion los
laboratorios: “Clinico del Valle” localizado en la parroquia Sangolqui, cantén
Rumifahui, provincia de Pichincha, y “Clinico Automatizado” localizado en la
parroquia Atuntaqui, cantébn Antonio Ante, provincia de Imbabura. Una vez
analizada la metodologia de ambos laboratorios, se determiné que utilizaban
los mismos procedimientos de procesamiento sanguinec y por lo tanto la
distribucién de muestras a cada uno se basoé en las facilidades logisticas que
se presentaron durante los dias de muestreo. Para evitar alteraciones en los
resultados obtenidos en el hemograma relacionadas al conteo de células
blancas, se realizdé una confirmacién de los datos mediante conteo manual en

frotis sanguineo.



El protocolo de procesamiento de hemogramas que se realizé en la
investigacién se detalla a continuacion:

¢ [nmediatamente después de la extraccién de sangre y colocacion de la
misma en el tubo con EDTA, se procedié a homogeneizar la muestra
mediante movimientos suaves durante 20 segundos antes de colocarla
en el cooler con hielo quimico para su traslado al laboratorio.

e En el laboratoric se volvieron a homogeneizar las muestras lentamente
y en repetidas ocasiones, comprobandc la ausencia de coagulos
sanguineos que pudiesen interferir con los resultados obtenidos.

¢ Una vez homogeneizada la muestra, se procedio a realizar un frotis
sanguineo y a tefirlo con la técnica Wright — Giemsa.

e Se proceso el resto de la muestra en el contador hematolégico BC3200
Mindray®

« Para confirmar el conteo de glébulos blancos se realizé la diferenciacion
de los mismos mediante técnica manual siguiendo las recomendaciones
de la Doctora Joy Archer, directora de laboratorio del Hospital
Veterinario de la Universidad de Cambridge.

3.4.4.3 Hematocrito

Los tubos con muestras sanguineas obtenidos del Grupo 3 fueron
almacenados en un cooler con hielo quimico y procesados en las instalaciones
del Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE. Para la obtencién de valores de hematocrito se tomé como
referencia el protocolo descrito en el libro “Pruebas de Laboratorio y
Procedimientos de Diagndstico” que se detalla a continuacion:

e Colocar el extremo abierto de un tubo microcapilar en una muestra de
sangre bien mezclada con EDTA y permita que la accién capilar llene el
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tubo. Si se sostiene el tubo en forma horizontal o0 se coloca ligeramente
hacia abajo, se facilitara el llenado.

¢ Llenar aproximadamente dos tercios a tres cuartos del tubo y sellar uno de
los extremos con masilla impermeabilizadora, presionando el tubo contra el
sellador.

o Colocar el tubo dentro de la centrifuga microcapilar, con la arcilla hacia
afuera y centrifuguelo a alta velocidad (10000 rpm) durante 5 minutos.

e Utilice un dispositivo de lectura de tubos para medir el hematocrito (Vaden,
Knoll, Smith y Tilley, 2011, p. 338) (Anexo 3).

3.4.4.4 Frotis e Improntas genitales

Las placas con extendidos celulares se secaron a temperatura ambiente con
movimientos de abaniqueo inmediatamente después de su preparacion, una
vez comprobada su integridad y ausencia de humedad se almacenaron una
sobre otra en una caja destinada al propésito hasta su respectiva tincién y
lectura. Las citologias fueron procesadas en las instalaciones de la Clinica
Veterinaria Universidad de las Américas, localizada en la parroquia Quito,
cantén Quito, provincia Pichincha, bajo la supervisidn del Dr. Julio Ortiz,
docente de anatomia patolégica veterinaria.

Las placas genitales se tifieron mediante la técnica Diff-Quick®, descrita en el
libro “Medicina Laboratorial Veterinaria, Interpretacion y Diagnésis” detallada a
continuacién (Anexo 3):

¢ Colocar la muestra en la “solucién fijadora” durante 60 — 120 segundos.

s Retirar el exceso de liquido y colocar el portaobjetos en la “solucién 1”
(color rojo} durante 30 — 60 segundos.

¢ Retirar nuevamente el exceso de colorante con papel absorbente y colocar
la muestra en la “solucién 2” (color azul) durante 5 — 60 segundos, no
exceder los 60 segundos con esta ultima solucién.

e Lavar el exceso de colorante con un ligero chorro de agua.
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e Secar al aire y examinar (Meyer y Harvey, 2007, p. 369).

Luego de haber comprobado que las placas tedfidas se encontraban
completamente secas y con la finalidad de preservar su integridad, se
procedi® a montar placas cubreobjetos sobre los extendidos citolégicos,
posterior aplicacién de resina sintética en los mismos, dejandolos secar por 24
horas y finalmente almacenandolos en una caja destinada al propésito.

3.4.4.5 Histopatologia

Las muestras tumorales almacenadas en formol al 10% fueron transportadas a
temperatura ambiente hacia las instalaciones del Laboratorio perteneciente al
Proyecto CTVT de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Cambridge, Reino Unido. En el laboratorio, las muestras fueron transferidas a
nuevos contenedores con formol al 10%, se realizaron cortes histolégicos y
tincion Hematoxilina / Eosina, dentro de las instalaciones del Laboratorio de
Patologia animal de la misma (Anexo 3).

La técnica de corte y tincidon de los tejidos se basé en la descrita en el libro
“Histologia: Texto y Atlas color con Biologia Celular y Molecular® resumida a
continuacién:

¢ Fijar el tejido mediante el uso de formalina al 37%

o Lavar y deshidratar el tejido mediante el uso de soluciones alcohdlicas
de concentracion creciente hasta alcanzar alcohol al 100%.

¢ Aclarar la muestra mediante el uso de xileno o tolueno.

¢ Incluir la muestra en parafina fundida, una vez fria y endurecida, formar
un bloque de tamario adecuado.

e Colocar el bloque en un microtomo para la realizacion de cortes
especificos.

o Montar los cortes obtenidos en portacbjetos a los que previamente se
afnadioé albamina.
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+ Disolver la parafina de la placa con xileno o tolueno

» Hidratar la muestra con soluciones alcohélicas decrecientes.

e Teiir la placa con hematoxilina en agua.

+ Deshidratar nuevamente la placa con soluciones alcohdlicas crecientes.

+ Teilir la placa con eosina en alcohol.

» lLuego de la tincion pasar nuevamente la placa en xileno o tolueno,
colocarla en un medio de montaje no acuoso.

o Colocar placa cubreobjetos sobre la muestra para lograr un preparado
permanente (Ross y Pawlina, 2006, p. 2-3).

3.4.4.6 Radio Inmuno Ensayo (RIA)

Las muestras de suero obtenidas de los Grupos 1 y 2, almacenadas a -20°C
en las Instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad
de las Fuerzas Armadas fueron empaquetadas y transportadas a 4°C hacia las
instalaciones del laboratorio perteneciente al Proyecto “CTVT” de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad de Cambridge, Reino Unido.

En el laboratorio, bajo la supervision de la Dra. Elizabeth Murchison Ph.D., se
crearon nuevas alicuotas de todos los sueros sanguineos, 1 tubo de 500 ul y
10 tubos de 200 ul por cada suerc {Anexo 3). Las muestras usadas en el RIA
fueron todas las pertenecientes al Grupo 1 y 13 pertenecientes al Grupo 2; el
criterio de seleccién de los Ultimos sueros se baso en el grado de hemdlisis y
lipemia de los mismos, aquellos que no presentaron ninguna de las
alteraciones anteriores fueron seleccionados para el ensayo. Las nuevas
alicuotas fueron separadas en dos cajas, la primera conformada por todos los
tubos con muestras de 500 ul y la segunda por todos los tubos con muestras
de 200 ul, ambas cajas fueron almacenadas a -20°C.

La caja con alicuotas de 500 ul fue transportada en un cooler con hielo quimico
a las instalaciones de los Laboratorios Veterinarios “NationWide Specialist
Laboratories®”, localizados en Sawston, Cambridge, Reino Unido. Bajo la
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supervisién de la Gerente de Operaciones y Servicios Veterinarios Helen
Evans BSc Hons, se procedio a realizar la prueba RIA tomando en cuenta las
especificaciones realizadas por el fabricante del Kit “Recombigen EPO
Mitsubishi”, que se detallan a continuaciéon (Anexo 3):

Preparacién de Reactivos:

1. EPO Yodada (1'25); Ariadir 11 ml de agua purificada al tubo y mezclar
suavemente hasta disolver.

2. Anticuerpo Anti-EPO: Afadir 26 ml de agua purificada al tubo y mezclar
suavemente hasta disolver.

3. Reactivo B/F de separacién: Almacenar en la refrigeradora hasta su
uso, mezclar delicadamente para no crear burbujas.

4. EPO estandar A: Afadir 2 ml de agua purificada al tubo y mezclar
delicadamente hasta disolver.

5. EPO estandares B, C, D, E, F y G: Anadir 1 ml de agua purificada al
tubo y mezclar delicadamente hasta disolver.

6. EPO Control #1 y Control #2: Afadir 1 ml de agua purificada al tubo y
mezclar delicadamente hasta disolver.

Realizacion del Ensayo:

1. Colocar 200 ul de muestra, EPO estandares A — G, y EPO Control #1 y
#2, en tubos destinados al ensayo.

2. Colocar 250 ul de anticuerpo EPO en cada tubo y mezclar.

3. Incubar por dos horas a 37°C.

4. Colocar 100 ul de EPO Yodada (1'?°) en cada tubo y mezclar,
asegurandose de colocar el reactivo en todos los tubos incluyendo uno
nuevo para conteo total (T) en un periodo de tiempo no mayor a 10
minutos.

5. Incubar por tres horas a 37°C.

6. Colocar 1 ml de reactivo B/F de separacién en cada tubo y mezclar.
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7. Centrifugar los tubos a 2000xg a 2-8°C durante 15 minutos.

8. Remover |los sobrenadantes por completo mediante decantacidn o
aspiracién (Anexo 4).

9. Medir la radiactividad de cada tubo mediante un gamma contador
durante 1 minuto.

10.Calcular el porcentaje de B/Bo, y realizar la curva estandar de los
resultados junto curva de EPO estandar. La concentracién de EPO en
una muestra dada esta determinada por la curva estandar.
Nota: Para calcular B/Bg, usar la férmula: Conteo de cada tubo B/Conteo
de EPO estandar A x 100.

3.4.4.7 Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Con la finalidad de confirmar el diagnéstico citoldgico e histopatolégico de los
caninos positivos a TVT, se realizé la prueba qPCR a todas las biopsias
tumorales posterior exiraccion de ADN de los tejidos estudiados. El
procedimiento se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio perteneciente
al proyecto “CTVT” localizado en la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad de Cambridge, y fue realizado por la candidata a Ph.D y licenciada
en patologia animal Andrea Strakova, bajo la supervisién de la Dra. Elizabeth
Murchison.

El objetivo de esta prueba fue determinar la presencia de LINE-MYC en los
tejidos tumorales, descrito como método de diagnéstico especifico de TVT en
el Capitulo 2.

3.4.4.8 Método de anadlisis estadistico

El principal método de andlisis de los resultados obtenidos en la investigacién
fue la comparacién porcentual de todos los resultados. Para la determinacién
de significancia en los resultados obtenidos en el RIA referentes a las
concentraciones séricas de EPO se utilizé la prueba “t de Student” entre los
valores pertenecientes a los animales positivos a TVT y aquellos escogidos
como control.
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Capitulo IV: Resultados y Discusiéon

A continuacidén se presentan los resultados obtenidos en este estudio. Los
porcentajes que se describiran referentes a valores poblacionales, se aplican
al lugar, espacio y tiempo detallados en el siguiente parrafo; debide a que el
estudio se realizé en un area especifica, no representan completamente la
realidad nacional de la enfermedad, sin embargo, estos datos muestran una
guia importants en la identificacién de la problematica inicial en caninos de los
cantones estudiados, asi como presentan valores aplicables a nuevas
investigaciones en el pais, no Unicamente enfocadas en el Tumor Venereo
Transmisible Canino, sino también en estudios poblacionales, redaccion de
justificaciones de campafas de profilaxis y esterilizacién, andlisis de otras
patologias, entre otros.

En total se valoraron clinicamente 559 caninos en la provincia de Imbabura, de
los cuales 194 se localizaron en el cantén Antonio Ante, 172 en Otavalo, 160
en Cotacachi y 33 en Urcuqui (Figura 5) durante el periodo comprendido entre
el 31 de julio del 2014 al 21 de agosto del mismo afio, mientras se ejecutaba la
Jornada de Esterilizacion Masiva organizada por la Fundacion Proteccién
Animal Ecuador — Capitulo Ibarra. La distribucion de género durante la
campaiia fue de 495 hembras y 64 machos examinados clinicamente (Figura
6).
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Figura 5. Relacién geogrifica del porcentaje de animales examinados en Ila

provincia de Imbabura durante la jornada de esterilizacion.

a. El grafico muestra una distribucion porcentual equitativa de caninos evaluados
dentro de los cantones Antonio Ante, Otavalo y Cotacachi, siendo ligeramente
mayor en el primero puesto que si bien las campaias se orientaron a animales con
propietario, en este cantén se realizaron cirugias también a un nimero alto de
caninos callejeros.

b. No se incluye al cantén Urcuqui en el gréafico de distribucion, aunque se evaluaron
33 caninos dentro del mismo, este no fue tomado en cuenta como sitio de muestreo.

=Hembras =Machos

Figura 6. Porcentaje de hembras y machos examinados durante la jornada de

esterilizacion.

a. La cantidad de hembras presentes en la Jornada de Esterilizacién siempre fue
significativamente mayor que la de machos, representando un 89% dsl total de
poblacién evaluada.
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La excesiva cantidad de hembras caninas presentes en la mayoria de
campafas de esterilizacion en el pais, en comparacion con €l nimero de
machos, responde a motivos socioculturales, comunes en todo el territorio
ecuatoriano; es necesario trabajar en campafas de socializacion, educacién y
concienciacion de personas, previa la realizacién de estas campanas para
evitar este problema, puesto que si bien se disminuye la cantidad de camadas
no deseadas al esterilizar una hembra, el periodo reproductivo de los machos
no es ciclico y éstos se encuentran sexualmente activos durante todo el ano.

Es fundamental la creacion de un censo de poblacién canina nacional oficial
con la finalidad de poder correlacionar y calcular prevalencias mas precisas
relacionadas a patologias y enfermedades zoondticas en el Ecuador, con esta
informacién se podrian determinar porcentajes de efectividad en camparias de
esterilizaciéon asi como también establecer la cantidad de poblacién abarcada
en determinade estudio; se recomienda evaluar la prevalencia de
enfermedades infecciosas en caninos y tasas de mortalidad asociadas a las
mismas que pudiesen alterar la cantidad de animales muestreados en una

poblacidn.

4.1 Diagnéstico clinico de TVT

Se evidenciaron signos clinicos sugerentes a TVT genital, clasificandose
como clinicamente positivos a la enfermedad al 2% (11/559) del total de
caninos evaluados durante las Jornadas de esterilizacion (Figura 7). De los 11
positivos, 8 fueron hembras y 3 fueron machos; distribuyéndose 7 caninos en
Cotacachi, 3 en Antonio Ante, y 1 en Otavalo (Tabla 2).

En Ecuador no se han desarrollado estudios de prevalencia de TVT, asi que
no se pueden comparar los resultados de esta investigacion con datos
referentes al pais, por lo tanto los valores obtenidos se han comparado con
informacién de articulos cientificos publicados por investigadores de otros

paises.
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En el estudio realizado por Strakova y Murchison referente a la epidemiologia
del TVT, se estima que el Ecuador tendria entre un 5 — 10% de prevalencia de
esta enfermedad (Strakova, 2013, p.10-11); la diferencia entre la prevalencia
obtenida en esta investigacion y la descrita en dicho estudio se centra
principalmente en el hecho de que la primera es producto de una investigacion
realizada durante un mes en Jomadas de Esterilizacion enfocadas
mayoritariamente a animales con propietario en tres cantones de la sierra
ecuatoriana, mientras que la segunda responde al punto de vista médico
basado en la experiencia de tratamiento de casos durante un tiempo indefinido
en varias ciudades de la costa ecuatoriana, donde los animales viven en
mayores condiciones de hacinamiento y las caracteristicas ambientales son
mas extremas, poniendo siempre en riesgo su sistema inmunitario; ningdn
resultado es errado, por el contrario, se recomienda realizar mayores estudios
para poder determinar si existen diferencias significativas entre los porcentajes
de prevalencia de esta enfermedad en todo el pais.

Tabla 2.- Distribucion geografica y por género de caninos evaluados y caninos
diagnosticados clinicamente como positivos a TVT.

. \ Caninos % Caninos %
Caninos Caninos
. . Hembra Hembras Macho Machos
Provincla Cantén E\IIII:IT:? os Evn:?:: ; 08 Positivosa Positivas Positivo  Positivos a
VT aTvT saTVvl ™nNT
Antonio 1,16 4
Ante 172 2 2 (2A72) L (1122)
1,54
Otavalo 154 18 1 y 0 0
Imbabura (17154)
, 3,55 10
Cotacachi 141 19 5 (5/141) 2 219)
Urcuqui 28 5 0 0 0 0
1,62 4,69
495 64 8 3
Total {8/495) {3/64)

Aunque el nimero de machos evaluados durante las campafias fue
relativamente menor al de hembras (64 vs 495), la prevalencia de TVT en los
mismos fue superior con un 4,69%(3/64) de machos diagnosticados como
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positivos frente a un 1,62%(8/495) de hembras diagnosticadas como positivas
en relacion a la poblacion total de machos y hembras respectivamente. Estos
valores deben tomarse como indicadores importantes en préximas
investigaciones relacionadas a la epidemiologia del TVT puesto que los
tumores presentes en machos no son igual de visibles que en hembras y
pueden pasar desapercibidos por sus propietarios durante largos periodos de
tiempo, ademas como se menciond con anterioridad, la castracion de machos
es una practica no muy aceptada en el pais y por lo tanto se corre el riesgo de
que caninos portadores de TVT no sean diagnosticados y continten
diseminando la enfermedad.

El TVT es una enfermedad que no siempre debe asociarse a caninos
callejeros, como se demuestra en este estudio el 81,8% (9/11) de los animales
positivos a esta enfermedad tenian propietario; debe tomarse en cuenta la
cantidad de caninos sueltos que deambulan en las calles, debido a que el
contacto frecuente entre los mismos es la principal via de contagio de esta
enfermedad (Strakova y Murchison, 2014, p.4). En el pais es comun observar
que los propietarios de caninos permitan que sus animales salgan a las calles,
la autora de la investigacién pudo evidenciar que en numerosas ocasiones
esta practica se ve aumentada luego de que el animal ha sido esterilizado,
pues al ver que las hembras ya no corren riesgo de prefieces indeseadas, se
les permite salir con mayor frecuencia empeorando la problematica.

El 25% (2/8) de las hembras diagnosticadas con TVT genital se encontraban
previamente esterilizadas, por lo que se sospecha que en el momento de la
cirugia, las caninas ya eran portadoras de la enfermedad, ya sea en periodo de
incubacién o las masas tumorales no eran los suficientemente grandes como
para ser diagnosticadas por el clinico tratante. Los propietarios de estas dos
perras indicaron que inmediatamente después de la esterilizacién los tumores
se hicieron visibles por lo que se presume que la inmuno supresién ocasionada
por el proceso quirdrgico, pudo haber favorecido el crecimiento de las
neoplasias.
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Figura 7. Porcentaje de caninos diagnosticados como clinicamente positivos
a TVT durante la jornada de esterilizacion.
a. Los animales portadores de TVT representaron un 2% del total de la
poblacién evaluada durante el periodo de tiempo destinado a toma de
muestras, estos animales fueron excluidos de la campaiia

Anlonic Ante
F
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Figura 8. Distribucion geografica de caninos positivos a TVT en la provincia
de Imbabura identificados durante la jornada de esterilizacion.
a.lLa mayor cantidad de animales diagnhosticados clinicamente como
Positivos a TVT se localizé en el cantén Cotacachi, aunque representaron un
4% de la poblacién total de animales evaluados en el mismo, el porcentaje es
significativamente mas alto que el resto de cantones.
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El cantén Cotacachi presentd el mayor numero de animales positivos a TVT,
existen numerosos factores que afectan las condiciones de vida de las
personas y por tanto animales que se encuentran en el mismo. Dentro de la
provincia de Imbabura, este es el cantdn de mayor superficie geografica,
abarcando incluso zonas de subtrépico de la costa ecuateoriana (IGM, 2013),
asi como también es el cantébn que mayor cantidad de poblacién rural
presenta, con un porcentaje de 77,9%, en contraste con Otavalo que presenta
un 62,5% y Antonio Ante que posee 51,1% (INEC, 2010).

Strakova y Murchison (2014), determinan en su estudio que la prevalencia de
TVT guarda relacion con el nivel de ingresos per capita de los paises
analizados, puesto que los mismos se traducen en los esfuerzos que genera
cada gobierno en el control de fauna urbana mediante la inversién de recursos
financieros destinados al propdsito, asi como también determinan el nivel de
calidad de vida de las personas y por lo tanto de sus mascotas (Strakova y
Murchison, 2014, p. 4), esta aseveracion puede ser confirmada con la tematica
situacional de la fauna urbana en la provincia de Imbabura, los Gobiernos
Auténomos Descentralizados Municipales de los cantones Antonio Ante y
Otavalo, destinan recursos al manejo de fauna urbana y control de animales
callejeros en sus respectivas circunscripciones territoriales, sin embargo el
GAD Municipal de Cotacachi no se encuentra envuelto en acciones similares y,
a experiencia de la autora del trabajo de investigacion, las condiciones de vida
de los caninos en el cantén son mas criticas, existiendo un nimero mayor de

animales deambulando en las calles, aun cuando estos tienen propietario.

4.2 Examen clinico y categorizacion

Una vez establecidos los Grupos 1, 2 y 3 de muestreo bajo los criterios
especificados en el Capitulo 3 y creados los registros presentados en el Anexo
3, se determiné que después de examinar clinicamente 589 caninos, se
escogieron como aptos para muestreo a 56 de ellos. Distribuidos en 11 del
Grupo 1, 31 del Grupo 2 y 14 del Grupo 3.
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Figura 9. Distribucién por sexo, propietario, raza y estado reproductivo de animales

categorizados en el estudio.

a. En esta figura se puede observar que la mayor cantidad de animales muestreados de
los tres grupos fueron hembras, del mismoe modo casi todes les caninos (incluidos
aquellos diagnosticados como positivos a TVT) tenian propietario y cerca de su
totalidad fueron mestizos.

b. El estado reproductivo de los caninos fue diferente en los tres grupos, encontrandose
animales esterilizados y enteros en el Grupo 1. El Grupo 2 presenté caninos enteros
que fueron esterilizados durante las Jornadas y finalmente todos los animales
pertenecientes al Grupo 3 se encontraban previamente esterilizados.

Tabla 3.- Determinacién de valores promedio de las constantes fisioldgicas evaluadas
en los Grupos Experimentales 1,2 y 3.

Frecuencia Frecuencia
Edad Peso Temp. rectal . . .
promedio promedio promedio cardla:_a resplratg_rla
(afios) (Kg) (°C) promedio promedio
{lpm) (rpm)
Grupo 1 5 14,24 38,5 132 40
Grupo 2 3 15,16 383 138 38
Grupo 3 4 20,46 38,7 102 26

Nota: Durante la categorizacion de caninos se busco clasificar animales con pesos, edades y
constantes fisioldgicas similares, el Grupo 1 y 2 pertenecen a la misma provincia y fueron
examinados durante condiciones de estrés diferentes a los animales del Grupo 3.

*lpm: latidos por minute; rpm: respiraciones por minuto
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El estado de salud general de los animales categorizados fue también un
factor importante a tomar en cuenta durante la creacion de registros, se
evaluaron parametros clinicos y fisiolégicos que pudieran alertar la presencia
de diversas patologias (Tabla 3 y Anexo 2). Los caninos pertenecientes al
Grupo 1, en su mayoria (8 vs 11) no presentaron signos de enfermedad clinica
grave o de ofras enfermedades durante el examen fisico (nédulos linfaticos,
mucosas y constantes dentro los rangos normales) a pesar de ser portadores
de TVT, aun cuando las masas tumorales eran de gran tamaiio y presentaban
tejido necrético; se presume sin embargo que las alteraciones que 3 caninos
presentaron en el examen clinico relacionadas a deshidratacion y nddulos
linfaticos reactivos se encontraban vinculadas a los cuidados otorgados por
sus propietarios referentes a nutricion y profilaxis, mas no a la presencia de
TVT (Anexo 5). Ninguno de los caninos pertenecientes a los tres grupos
experimentales presenté alteraciones 6culo-nasales, dermatolégicas o de
mucosas importantes que sugieran la presencia de otras masas tumorales o
infecciones que pudiesen alterar los resultados obtenidos en los examenes
sanguineos.

Frecuentia

# Frecuencia

: 10 15 0 ] ia
Peso Kg.

Figura 10.- Agrupacién de caninos de los tres grupos experimentales en relacién a su

peso corporal.

a. La mayor cantidad de caninos categorizados presentd un peso promedio de 15 Kg o
superior al mismo puesto que dentro de los parametros establecidos para la seleccion de
animales control, se determind que su tamafno sea mediano o grande para permitir la
extraccién de una adecuada cantidad de sangre.
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Frecaendia

 Frecuencia

Edad

Figura 11.- Agrupacion de caninos de los tres grupos experimentales en relacién a su
edad.
a. Los animales muestreados fueron en su mayoria caninos jovenes en edad
reproductiva.
b. Los animales pertenecientes a los Grupos 2 y 3, fueron elegidos al determinar que su
rango etario era similar o cercano a los caninos pertenecientes al Grupo 1.
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Figura 12.- Agrupaciéon de caninos de los tres grupos experimentales en relacién a su

temperatura rectal.
a. Los rangos de temperatura rectal de todos los caninos evaluados se encontraron

dentro de los limites establecidos como normales.
b. Las variaciones encontradas pueden ser producto de factores extrinsecos tales como:
estrés, ejercicio, condiciones ambientales de la zona de muestreo, entre otros.
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43 Hemograma

Todas las muestras sanguineas obtenidas de caninos de los Grupos 1 y 2
fueron procesadas con la finalidad de comparar los valores de hemograma, y
asi buscar evidencia que pudiera brindar caracteristicas clave en el desarrollo
del TVT. Se tomaron como factores de evaluacion: recuento eritrocitario,
hematocrito, hemoglobina, volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina
celular media {HCM) y concentracion celular media de hemoglobina (CCMH).

Después de analizar las muestras y los resultados obtenidos en los
hemogramas, se establecié un rango de referencia elaborado a partir de los
promedios de los datos pertenecientes a los valores absolutos obtenidos en los
examenes realizados al Grupo 2 (Control Imbabura), puesto que los valores de
referencia establecidos en literatura asi como en otros laboratorios clinicos
veterinarios del pais, no agrupan en conjunto los factores a los cuales los
animales fueron expuestos durante las Jomadas de Esterilizaciéon y posterior
muestreo, pudiendo crear asi, sesgos en la comparacion de valores, aplicacién
de analisis estadistico y conclusiones finales.

No se deben pasar desapercibidas las caracteristicas geograficas vy
ambientales Unicas en el pais durante el establecimiento de valores de
referencia laboratoriales, puesto que aquellos datos descritos en libros ©
articulos cientificos no representan la realidad del Ecuador, asi como tampoco
los datos utilizados en determinadas regiones del pais pueden representar los
factores que influyen a los animales en otras regiones del mismo. Se
recomienda establecer valores propios mediante el estudio de constantes en
una cantidad considerable de animales control de zonas especificas para
evitar errores en el diagnéstico de patologias.
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Tabla 4.- Comparacion valores de referencia en hemograma, utilizados en un laboratorio
clinico veterinario de la ciudad de Quito versus valores promedio obtenidos del Grupo 2

Valores de Referencia

Laboratorio Clinico Promedio Grupo 2
Min Max

Leucocitos mm? 6000 17000 14345
Eritracitos x 10 *mm?® 55 8,5 6,2
Hemoglobina g/dL 12 18 14,7
Hematocrito % 37 55 45,6
VCM um?® 60 77 69,8
HCM Pg 20 25 22,6
CCMH g/dL 32 36 32,1
Neutréfilos mm3 3000 11500 8872
Eosinéfilos mm? 100 900 793

Basofilos mm? 0 0 0

Linfocitos mm3 1000 4800 4391

Monocitos mm?® 100 1400 248,8

Nota: Antes de establecer los datos promedio del Grupo 2 como valores de referencia para la
comparacién de resultados con el Grupo 1, se confirmé que los mismos se encuentren dentro
de los rangos establecidos como normales en otros laboratorios clinicos veterinarios del pais.
Situacion visiblemente notoria en esta tabla.
a. El laboratorio clinico veterinaric de referencia utilizado fue el perteneciente a la Dra.
Gabriela Chavez R.

Luego de analizarse individualmente los valores de hemograma de los caninos
pertenecientes al Grupo 1, se determiné que 8 de ellos no presentaban
alteraciones significativas en el conteo de células rojas y datos relacionados a
las mismas que sugieran el curso de ofras patologias o alteraciones en el
estado de salud del animal (Figura 13 y Anexo 5). Las caninas T005 y T010
presentaron niveles bajos de hematocrito y hemoglobina en relacién a los
valores referenciales, con la sospecha de la presencia de anemia microcitica
hipocromica enmascarada por el porcentaje de deshidratacion (Anexo 5), se
debe tomar en cuenta que fueron también los animales que menor indice de
condicion corporal y mayor volumen tumoral en relacion a masa corporal
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presentaron (Anexo 5). La canina T003 presentd valores de hemograma
normales en el rango minimo establecido y aunque su indice de condicion
corporal y porcentaje de deshidratacién se encontraban dentro de los valores
normales {Anexo 5), no se puede descartar la sospecha de inicios de anemia
microcitica hipocromica a causa de la hemorragia constante ocasionada por el
tumor. Para poder comparar los resultados con los valores referenciales
establecidos a partir del Grupo 2, se determinaron valores promedio de cada
unidad y se la comparé con su referencial. Como puede observarse en la Tabla
5, no existen diferencias significativas entre ambos grupos.

Tabla 5.- Comparacion valores promedio chtenidos en los hemogramas pertenecientes a
caninos del Grupo 1 vs los valores referenciales obtenidos del promedio de hemogramas
pertenecientes al Grupo 2

Valores promedio Valores referenciales

Grupo 1 Grupo 2

Eritrocitos (mm?) 6,3 6,2
Hemoglobina

(g/dL) 13,69 14,7

Hematocrito (%) 4324 456

VCM(um?) 68,92 69,8

HCM(pg) 2221 22,6

CCMH(g/dL) 31,65 321

Nota: En esta tabla dnicamente se toman en cuenta datos relacionados a células rejas ya que
esta investigacion se centra principalmente en dichos valores, los valores relacionados a
células blancas se analizaron por separado.
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Figura 13.- Histograma perteneciente a valores de hematocrito del Grupo 1
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Figura 14.- Histograma perteneciente a valores de hematocrito del Grupo 2

Los valores de hematocrito del Grupo 1 no presentaron variaciones
significativas en relacién a los valores obtenidos en el Grupo 2. Como puede
observarse en los graficos, la mayor cantidad de animales presentaron
porcentajes entre 44, 5 — 50%, determinados como normales. A pesar de
encontrarse a una menor altitud geografica en relacién a los caninos de los
Grupos 1 y 2, los caninos del Grupo 3 presentaron valores de hematocrito
normales y similares a los caninos, control del Grupo 2. Basandose en los
resultados obtenidos en los hemogramas realizados a los caninos durante esta
investigacion, se recomienda la realizaciéon de frotis sanguineo con sangre
fresca preferentemente inmediatamente después de realizar la puncién para



evitar alteraciones celulares que pudiesen mal interpretarse en los equipos de
diagnostico. Se determind que una vez que se homogeneiza la sangre con
EDTA, los nacleos de los neutréfilos tienden a hincharse pudiendo ser
confundidos con otros glébulos blancos como monocitos o linfocitos. Asi
mismo, se establecio que si se utilizan equipos contadores de uso humano, es
necesario realizar una confirmacién manual del conteo de células blancas para
evitar errores en la interpretacién y diagnéstico.

Con la colaboracion de la Dra. Joy Archer Ph.D, profesora de Patologia Clinica
y directora del laboratorio clinico veterinario de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Cambridge y el Dr. Tim Wiliams Ph.D,
patélogo clinico de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Cambridge, se analizaron los frotis sanguineos pertenecientes a los caninos
diagnosticados como positivos a TVT con la finalidad de confirmar los valores
de células blancas obtenidos en los hemogramas. Se pudo evidenciar que el
73% (8/11) de los caninos presentaron eosincfilia, sugiriéendose una alteracion
paraneoplasica y planteandose la hipotesis de que el TVT podria secretar
también factores quimiotacticos de los eosindfilos, especificamente Interleucina
5 (IL-5).

Para evitar sesgos en la determinacién de los resultados descritos en el parrafo
anterior se establecid una comparacion con los valores de hemograma
obtenidos en el Grupo 2, puesto que en el examen fisico se determiné que
todos los caninos presentaban parasitos externos, mayoritariamente pulgas y
por lo tanto la presencia de endoparasitos asociados que ocasionen eosinofilia
fue tomada en cuenta. La Figura 15 muestra los resultados obtenidos en el
estudio.



65

Bemipddilos mrmk
i
&
o]

Vi Comgrples

Canings Bvalustos

Figura 15.- Comparacion de valores de eosinéfilos encontrados en caninos
positivos a TVT y caninos control por medio del diagrama caja-bigotes.

a. El grafico muestra claramente que a pesar de que los animales pertenecientes al
grupo control presentaron eosinofilia, los valores de esta clase de granulocitos
fueron superiores en los caninos positivos a TVT, a pesar de que ambos grupos
se encontraban expuestos a los mismos agentes y condiciones ambientales.

b. En el examen fisico no se determinaron infestaciones masivas de ecto o
endoparasitos que pudiesen sesgar los resultados.

4.4 Citologias y analisis histopatolégico

Posterior a su recoleccion y tincion, las 94 muestras citolégicas genitales
pertenecientes a los Grupos 1 y 2 fueron analizadas en las instalaciones de la
Clinica Veterinaria de la Universidad de las Ameéricas, confirmando el
diagnéstico de los 11 casos sospechosos pertenecientes al Grupo 1, mediante
la observacion de células con caracteristicas concordantes a las especificadas
por Raskin y Meyer, autores del libro Canine and Feline Cytology: “grandes,
redondeadas, con nlcleos de gran tamafio y cromatina grumosa,
generalmente localizados excéntricamente con vacuolas caracteristicas de
células pertenecientes a TVT" (Raskin y Meyer, 2010, p. 294) (Figura 16). El
diagnéstico obtenido fue confirmado en la Facultad de Medicina Veterinaria de
la Universidad de Cambridge, determinandose también variables en el nimero
de vacuolas y tamafo celular en muestras de un mismo animal asi como
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también la presencia de bacterias intracelulares y extracelulares, descritos en

el Anexo 4.

b.

Figura 16.- Citologia perteneciente a la canina T005. Hisopado genital. Tincién Diff-
Quick®. Aumento 400x.
a.

Se evidencian claramente células caracteristicas de TVT, varias de ellas en
proceso de mitosis.

La variacién en la cantidad de vacuolas citoplasmaticas asi como tamafio celular y
nticleos con cromatina grumosa es claramente observable en esta figura.

Placa procesada en las instalaciones de la Clinica Veterinaria “Universidad de las
Américas”

b.

T s

Figura 17.- Citologia perteneciente a la canina T005. Hisopado genital. Tincion Diff-
Quick®. Aumento 400x.
a.

Confirmacion del diagnéstico realizada en las instalaciones del laboratorio
perteneciente al proyecto “CTVT” de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad de Cambridge.

Las células caracterfsticas son nuevamente observables asl como sus vacuolas y
ntcleos agrandados.
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Para reducir el nivel de contaminacion de las placas citolégicas tomadas por
medio de improntas superficiales, se recomienda realizar una ligera excoriacién
de tejido tumoral con una gasa hasta generar sangrado no profuso previa
realizacion del procedimiento.

Las 11 placas histolégicas resultantes de las biopsias tumorales fueron
analizadas en las instalaciones del laboratorio perteneciente al proyecto
‘CTVT" de la Universidad de Cambridge, se encontraron hallazgos
caracteristicos de TVT que se describen en |la Figura 18.

Figura 18.- Histologia perteneciente a biopsia tumoral de canina T005. Tincién H&E.
Aumento 400X.

a. En el corte se presentan células tipicas de TVT, de forma uniforme redondeada a
ovalada, con nlcleo vesicular, presencia de vacuolas y dispersién no uniforme de
hebras de tejido fibroso.
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4.5 Eritropoyetina Sérica

Los resultados obtenidos al Radio Inmuno Ensayo en muestras séricas
escogidas fueron comparados con la finalidad de determinar si existian
diferencias significativas entre las concentraciones de EPOC sérica entre
caninos portadores de TVT y caninos control.
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Figura 19.- Comparacién de concentraciones de EPO sérica entre caninos
positivos a TVT y caninos contrel de la provincia de Imbahura por medio de
diagrama de caja-bigotes.

a. El grafico muestra claramente la agrupacion de valores relacionados a EPO en
los grupos experimentales, demostrando que los caninos control presentaron en
general rangos de concentracion sérica inferiores al Imite superior, mientras que
los caninos con TVT superaron en total el rango, llegando incluso a duplicar los
valores.

En la Figura 19, puede observar una clara diferencia entre las concentraciones
de EPO circulante entre ambos grupos estudiados, siendo mayor en caninos
confirmados como positivos a la enfermedad. Todos los valores obtenidos de
los animales control se encontraron dentro del rango establecido comoe normal
para EPO sérica canina por medio del laboratorio que ejecuté el andlisis (10 —
20 mUl/ml), mientras que los animales enfermos superan en su mayoria el
limite maximo o se encuentran cerca del mismo (Anexo 5 y Anexo 6). La media
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de concentracion sérica de EPO en los caninos positivos a TVT fue mayor que
la de los animales control y al analisis de t student se encontro una diferencia
significativa entre ambos grupos (P= <0,05) confirmandose la hipétesis
establecida en este estudio.

Se establecié una relacién entre el peso de los caninos portadores de TVT y el
volumen de las masas tumorales que presentaron con la finalidad de encontrar
una correlacion con los valores de EPO sérica. En las Figuras 20 y 21, puede
observarse que los animales con las neoplasias de mayor tamafio en relacién
a su peso corporal fueron aquellos que presentaron los niveles mas elevados
de concentracion de EPO sérica, confirmandose una posible correlacion entre
el tamaio de las neoplasias y los valores de EPO sérica, y sugiriéndose por lo
tanto que probablemente son las células tumorales y no el organismo del
animal afectado, quienes secretan esta hormona durante el curso de la
enfermedad.
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Figura 20.- Relacién peso corporal/masa tumoral de caninos positivos a TVT
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Figura 21.- Correlacién peso corporalivolumen tumoral vs EPO sérica en caninos
positivos a TVT.

a. El grafico muestra una clara dispersién lineal de los datos, demostrandose
correlacién entre los valores de pesc corporal/volumen tumoral y EPO sérica
(R2=0,5036), por lo tanto aquellos animales con masas tumorales de gran tamario
en relacidn a su cuerpo son los mismos que presentan las concentraciones mas
elevadas de EPO sérica.

A pesar de que algunos caninos portadores de TVT presentan masas
sangrantes y hemorragias profusas, no se determinan cambios significativos
en sus valores de hematocrito y hemoglobina, como puede observarse en el
Anexo 5. La canina con cddigo T003 presenté una masa de gran tamafio con
sangrado profuso, no mostré signos de deshidratacién grave al examen clinico
y su hemograma no presentd valores criticos o alarmantes de hematocrito o
hemoglobina. Es probable que los valores elevados de EPO sérica en estos
caninos afecten directamente la cantidad de glébulos rojos presentes en su
organismo, como lo expuesto en el Capitulo 2, y por lo tanto se compense la
cantidad de células sanguineas perdidas en la hemorragia.
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4.6 LINE-MYC

Los resultados obtenidos en la prueba gPCR confirmaron el diagnoéstico
citolégico positivo del 63% de biopsias tumorales evaluadas (7/11), por medio
de la presencia de LINE-MYC en el ADN analizado.

A pesar de que el 37% (4/11) restante resultaron negativos, la confirmacion de
diagnostico de TVT no se descarta siempre y cuando se haya sustentado en
un procedimiento citolégico, puesto que en numerosas ocasiones, las biopsias
tumorales, especialmente de masas muy superficiales, presentan elevado
grado de contaminacion por parte de tejido huésped, principalmente leucocitos,
cuyo ADN puede alterar la determinacién de LINE-MYC en qPCR (Martinez,
2015, entrevista personal a E. Murchison).

Tabla 6.- Confirmaciéon de diagnéstico positivo a TVT de los caninos evaluados por
medio de cuatro métodos clinicos y de laboratorio

Cadigo Examen Citologia Histopatologia qPCR
clinico
ToO01 Positivo Positivo Positivo Negativo
T003 Positive Positivo Positivo Positivo
T004 Positivo Positivo Positivo Positivo
T00S Positivo Positivo Positivo Positivo
T006 Positivo Positivo Positivo Positivo
T007 Positivo Positivo Positivo Negativo
T008 Positive Positivo Positivo Positivo
T009 Positivo Positivo Positivo Positivo
TM0 Positivo Positivo Positivo Positivo
TO11 Positivo Positivo Positivo Negativo
T012 Positivo Positivo Positivo Negativo

Nota: Los factores tomados en cuenta para clasificar a un animal como positivo a TVT fueron:
a. Masas tumorales cuyos signos anatomopatolégicos eran concordantes a los descritos
en el capitulo 2 al examen fisico.
b. La presencia de células caracteristicas de TVT descritas también en el capitulo 2 al
analisis citolgico e histopatolégico de frotis y biopsias genitales.
c. La aparicion de LINE-MYC en el ADN extraido de biopsias tumorales luego de la
realizacion de gPCR.
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Conclusiones y Recomendaciones

51 Conclusiones

En este estudio se determiné que la presencia de TVT es muy comun en
areas donde no existe control de la poblacién canina y los animales
deambulan libremente por las calles favoreciéndose un contacto frecuente
entre los mismos, por medio de conductas sociales y reproductivas,
agravandose cuando las condiciones sanitarias en las que se
desenvuelven los caninos se hallan en detrimento de su sistema inmune.

La evaluacién citoldgica e histopatolégica son métodos efectivos de
confirmacién en el diagnéstico del TVT, puestc que muestran
caracteristicas especificas de la enfermedad, siendo el analisis citolégico el
mas recomendado por su poca agresividad en la toma de muestras,
facilidad de preparacion, bajo costo y mayor definicion de elementos
celulares, pudiendo ser considerada como Gold standard en la
determinacién de caninos positivos a TVT.

La eosinofilia puede ser un indicador relacionado a la presencia de células
de TVT en el hemograma, siempre y cuando existan mas signos clinicos
concordantes con la patologia, y el diagnéstico de la misma se haya
realizado por otros métodos mas efectivos descritos en esta investigacion.
Aunque todos los animales evaluados en este estudio presentaron
eosinofilia, se ha reportado que no todos los caninos portadores de TVT
muestran esta alteracion

Los caninos positivos a TVT presentan valores elevados de EPO sérica en
relacion a caninos sanos localizados geograficamente a la misma altura
sobre el nivel del mar. De la misma manera existe una relacién directa
entre el tamafo de la masa tumoral/peso corporal del canino con la
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cantidad de EPO sanguinea circulante en su organismo y por lo tanto, la
actividad normal de esta hormona compensa los porcentajes de células
rojas, presentandose valores normales de hematocrito y hemoglobina a
pesar de la presencia de pérdidas sanguineas profusas.

La esterilizacion no es un método efectivo en la prevencion de la
enfermedad si no se realizan estudios poblacionales y capacitacion a los
propietarios previa su realizacién, esta investigacion demostré que en el
pais los machos son capaces de diseminar la enfermedad a un mayor
namero de caninos porque su control reproductivo no es una practica
aceptada socioculturalmente sobre todo en zonas rurales, asi como
también se demostré que hembras esterilizadas portadoras de TVT que
deambulan en las calles, también pueden diseminar la enfermedad.

5.2 Recomendaciones

Los caninos diagnosticados como positivos a TVT deben ser
inmediatamente tratados o, si los recursos econdémicos del propietario o
fundacién de rescate no lo pemiten, deben ser eutanasiados bajo las
normas de bienestar animal descritas por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE), con la finalidad de evitar una mayor propagacién de
la enfermedad a otros caninos y el sufrimiento del animal portador de la
neoplasia.

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas especificas del TVT en el
Ecuador, es necesario que todo médico veterinario que diagnostique la
enfermedad, realice una confirmacién citoldégica e histopatolégica de la
misma, cree un registro de casos y los reporte de manera obligatoria al
organismo de control de fauna urbana vigente en su circunscripcion
territorial. Esta informacién contribuira al establecimiento de un programa
de control, a través de la identificacion de casos y su localizacion.
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La realizacién de un perfil sanguineo completo es de suma importancia en
la valoracién clinica de pacientes portadores de TVT, antes, durante y
después del tratamiento de la enfermedad. Para poder determinar el estado
de salud real del canino es necesario complementar los resultados
obtenidos mediante hemograma con valoraciéon de bioquimica sanguinea,
proteinas totales, factores de coagulacion, entre otros datos que el médico

veterinario tratante considere de importancia.
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Anexo 1: Creacion de registros y valoracién clinica de caninos

A A A
Anexo 1, Figuras 1 y 2- Realizacién de registro de animales y examen clinico, antes y
después de la cirugia de esterilizacién por parte de la autora del trabajo de investigacién.
Fotos cortesia: PAE-Ibarra.
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Anexce 1, Figura 3.- Ficha de registro utilizada
durante las Jomadas de Esterilizacion.
Cortesia: PAE-Ibarra Anexo 1, Figura 4.- Evaluacién clinica
a. La figura muestra sclo una seccién de la profunda posterior sospecha de TVT.
ficha correspondiente a los datos del
canino y su propietario.
b. El animal presentaba una masa extrafia
en la vulva que posteriormente fue
diagnosticada como TVT.




Anexo 2.- Reg

Codigo

istro de datos y constantes fisiolog

icas evaluadas en los caninos de los Grupos 1, 2 y 3 respectivamente

T.
Nombre Cantén Edad Estado Rep Prop. —

. Antonio Pastor . .
Conchita Ante 05/08/2014 26 Kg. Aleman H 6 afios Entera si 39,2 | Rosadas | 150
Desconccido | Otavalo 08/08/2014 14 Kg. Mestiza H > 10 afios | Desconocido No 37,9 P?I)isdao 132

Antonig . . .
Suko Suarez Ante 14/08/2014 12Kg. Mestizo M 6 afnos Enterc Si 38,7 | Rosadas | 140

- . French . . -

Chiripa Cotacachi 15/08/2014 3Kg Poodle H 5 afios Entera Si 37,7 | Pélidas | 155
Desconocido | Cotacachi 15/08/2014 13.6Kg Mestiza H > 10 afios Entera Si 39,9 | Rosadas | 148
Desconocido | Cotacachi 17/08/2014 23 Ke Mestiza H 4 afos | Desconocido No 38,5 | Rosadas | 143
Maya Cotacachi 18/08/2014 28Kg | Weimaranner H 4 afios Entera Si 38,2 | Rosadas | 146
Laika Cotacachi 21/08/2014 15 Kg. Mestiza H 5afios | Esterilizada Si 37,9 | Rosadas | 145
Pequitas A:trizo 24/10/2014 5 Ke. Mestiza H 2 afios | Esterilizada Desc. 38,9 | Pilidas | 140

Rocky Cotacachi 24/10/2014 10 Kg. Mestizo M 3 afos Entero Si 38,3 | Rosadas | 96

Goofy Cotacachi 24/10/2014 7Kg. Mestizo M ladm Entero Si 37,5 | Rosadas | 56

Linfonodos L. R. Tusigeno R.
Dermatolégicas  nasal - 1usig Deglutorio

Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente

Normal Popliteos + Pulgas Nada Ausente Presente

Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente

Normal Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente

Normal No reactivos Pulgas Nada Ausente Presente

Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente




Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos DAPP Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente

Cédigo Nombre Lugar Estado Rep. Propietario Re.:.tal

f«) ) Ml Desconocido | Otavalo 08/08/2014 14 Kg. Mestiza H 5afios | Esterilizada Si 38,7 | Rosadas | 144
co02 Barby Ctavalo 08/08/2014 18.3 Kg. Mestiza H 5afios | Esterilizada Si 38,4 | Rosadas | 135
C003 Lacy Ctavalo 08/08/2014 22.2Keg Mestiza H 3 afios | Esterilizada Si 38 | Rosadas | 136
co04a Lacy Otavalo 08/08/2014 24.1Kg. MEstiza H 2 afios | Esterilizada Si 38,6 | Rosadas | 135
C005 Wicha Otavalo 08/08/2014 17.4 Kg. Mestiza H 1 aiio Esterilizada Si 38,2 | Rosadas | 140
C006 Princesa Otavalo 08/08/2014 7.3Kg. Mestiza H 5afos | Esterilizada Si 38,5 | Rosadas | 140
007 Pinina Ctavalo 08/08/2014 13.3 Kg. Mestiza H 1 afio Esterilizada Si 37,6 | Rosadas | 136
€008 Maya Otavalo 08/08/2014 19.6 Kg. Mestiza H 3 afos | Esterilizada Si 38,6 | Rosadas | 145
€009 Gaby Otavalo 08/08/2014 13.2 Kg. Mestiza H 2 afios | Esterilizada Si 37,5 | Rosadas | 135
C010 Chiqui Otavalo 08/08/2014 8.4 Kg. Mestiza H 11 meses | Esterilizada Si 38,8 | Rosadas | 138
co11 Sharik Otavalo 08/08/2014 15.4 Kg. Shar Pei H 2 afios | Esterilizada Si 38 | Rosadas | 136
012 Yani Otavalo 08/08/2014 18.5 Kg. Mestiza H 2 afios | Esterilizada Si 38,1 | Rosadas | 140
C013 Puchi Ctavalo 08/08/2014 7.9Ke. Mestizo M 4 afios Castrado Si 38,5 | Rosadas | 142
c014 Mariposa Otavalo 08/08/2014 12.1Kg Mestiza H 7 afos | Esterilizada Si 37,9 | Rosadas | 142
CO15 Tomasa Otavalo 08/08/2014 13.5 Kg. Mestiza H 1afio Esterilizada Si 38,7 | Rosadas | 138
C016 Princesa Otavalo 08/08/2014 26.7 Kg. Mestiza H 1 affo Esterilizada Si 38 | Rosadas | 134
€017 Kiruba Otavalo 08/08/2014 13.5 Kg. Mestiza H 1 afio Esterilizada Si 38,2 | Rosadas | 136
€018 Abril Otavalo 08/08/2014 17.3 Kg. Mestiza H 2 aflos | Esterilizada Si 38,2 | Rosadas | 142




Yoko Otavalo 08/08/2014 11.7 Kg. Mestiza H 1 aiio Esterilizada Si 38,5 | Rosadas | 139
Rosario Otavalo 08/08/2014 9.3Kg Mestiza H 1 afio Esterilizada Si 37,9 | Rosadas | 140
Moka Otavalo 08/08/2014 16.4 Kg. Mestiza H 1 aiio Esterilizada Si 38,8 | Rosadas | 140
Luli Cotacachi 15/08/2014 16.3 Kg. Mestiza H 4 afos | Esterilizada Si 38,6 | Rosadas | 136
Blacky Cotacachi 15/08/2014 17.5 Kg. Mestizo M 4 afios Castrado Si 38,5 | Rosadas | 138
Mac Cotacachi 15/08/2014 20.5Kg Mestizo M 5 afios Castrado Si 37,9 | Rosadas | 140
Negro Cotacachi 15/08/2014 11.5 Kg. Mestizo M 2 afios Castrado Si 38,4 | Rosadas | 135
Canela Cotacachi 15/08/2014 14.3 Kg. Mestiza H lafio | Esterilizada Si 38,3 | Rosadas | 136
Jhina Cotacachi 15/08/2014 15.1 Kg. Mestiza H 6afos | Esterilizada Si 38,1 | Rosadas | 132
Kika Cotacachi 15/08/2014 12.5 Kg. Mestiza H 5 afios | Esterilizada Si 38,1 | Rosadas | 136
Desconocido | Cotacachi 15/08/2014 13 Kg. Mestiza H 4 afios | Esterilizada Si 37,9 | Rosadas | 138
Desconocido | Cotacachi 15/08/2014 14.1 Kg. Mestiza H 5afos | Esterilizada Si 38,2 | Rosadas | 140

. . R.
Linfonodos L. Dermatolégicas Oculonasal  R. Tusigeno Deglutorlo
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente




Normal No Reactivos Normal Entropidn Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente

No Reactivos Normal Nada Ausente Presente

Normal




Moo1
Mo003
Moo4
Mo05
Moo6
Moo?7
Moos8
Mo09
Mo10
Mo11
mo12
Mo13
Mo14
Mo15

Moo1

Mo003
Moo4
MOo05
MOoo6
Moo7

MO08

Estado Rep. Propietario Re.:-:.tal
Max Los Bancos 05/10/2014 23.6Kg Mestizo M 15 afios Castrado Si 38.7 | Rosadas | 48
Nobel Los Bancos 05/10/2014 28Kg Mestizo M laém Castrado Si 38.5 | Rosadas | 96
Lobo Los Bancos 05/10/2014 17.4 Kg Mestizo M labm Castrado Si 38.4 | Rosadas | 80
Mia Los Bancos 05/10/2014 13 Kg Mestiza H lafio | Esterilizada Si 39 | Rosadas | 104
Linda Los Bancos 05/10/2014 20Kg Mestiza H 1 aiio Esterilizada Si 39.1 | Rosadas | 104
Blacky Los Bancos 05/10/2014 25.8Kg Mestizo M >10afos | Castrado Si 38.2 | Rosadas | 124
Chantal Los Bancos 05/10/2014 30.7Keg Boxer H 8 afios | Esterilizada Si 38.8 | Rosadas | 108
Mimi Los Bancos 05/10/2014 29Ke Mestiza H 5afios | Esterilizada Si 39.1 | Rosadas | 76
Chirimoya | Los Bancos 05/10/2014 15.3Kg Mestiza H 2 afios | Esterilizada Si 38.4 | Rosadas | 88
Lily Los Bancos 05/10/2014 14.9Keg Mestiza H 2 afios | Esterilizada Si 38.7 | Rosadas | 104
Pipa Los Bancos 05/10/2014 18,6 Kg Mestiza H 1 affo Esterilizada Si 39.2 | Rosadas | 144
Visky Los Bancos 05/10/2014 27.7Kg Boxer H labm Entera Si 38.2 | Rosadas | 140
Nena Los Bancos 05/10/2014 13.9Kg Mestiza H 4 afios | Esterilizada Si 38.6 | Rosadas | 116
Ashiry Los Bancos 05/10/2014 32Kg Pitbull H 2 afios | Esterilizada Si 39 | Rosadas | 92

Linfonodos L. Dermatolégicas Oculonasal  R. Tusigeno DegI:;orio
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente




Cadigo

Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Pulgas Nada Ausente Presente
Normal No Reactivos Normal Nada Ausente Presente

Anexo 2, Tabla 2.- Regisiro de datos tumorales caninos Gru

po 1

Nombre Fecha Dimensiones Tumor (cm) Localizacién Secn::::srlas
Alto Ancho Profundidad (ﬁ::za) Vt(:(l;n;;n

Conchita | 05/08/2014 7 7 11 49 539 Vagina No
Desconocido | 08/08/2014 | 12 7 6 84 504 Vulva y Vagina No
Suko Suarez | 14/08/2014| 5 4,5 5 22,5 112,5 Base pene No
Chiripa 15/08/2014 6 8 7 a8 336 Vagina No
Desconocido | 15/08/2014 6 6,5 7 3g 273 Vagina No
Desconocido | 17/08/2014 6 6 58 36 208,8 Vagina No
Maya 18/08/2014 | 8,5 6 7 51 357 Vagina y Vulva No
Laika 21/08/2014 | 5,9 4,5 4,5 26,55 119,5 Vagina y Vulva No
Pequitas 24/10/2014( 11 5 7 55 385 Vagina y Gl. Perianal No
Rocky 24/10/2014| 2,5 1 1 2,5 2,5 Glande No
Guffy 24/10/2014| 05 1,5 0,5 0,75 0,38 Glande No




Secreciones Observacliones

Sangre Vulva intacta
Sangre, Pus Genitales desfigurados
Sangre Prepucio intacto, dificultad en protruir el pene
Sangre Vulva Intacta, afectacién uretra
Sangre Vulva intacta, ligera exteriorizacidon
Sangre Vulva intacta, ligera exteriorizacién, afectacion uretra
Sangre Desfiguracién genital, exteriorizacién
Sangre Desfiguracién genital, exteriorizacién
Sangre, Pus Exteriorizacidn
Sangre Prepucio intacto, dificultad en protruir el pene
Sangre, Esmegma Prepucio intacto
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Anxo 3: Toma

g;ocesamiento de muestras

|

Anexo 3, Figura 5.- Toafde uestﬁ Anexo 2, Figura 6.- Hisopado genital.
sanguinea yugular.

CARTA DE LECTURA DE HEMATOCRITOS

Iy

Anexo 3, Figura 7.- Lectura de microhematocrito
Grupo 3. Anexo 3, Figura 8.- Frotis genitales pert

.. .. Atk .l‘ s

Anexo 3, Figura 10.- Frt;tis perteneciente a canina T006.
Anexo 3, Figura 9.- Confirmacién Tincion Diff-Quick®. Aumento 100X. Se puede observar
citolégica ,de casos sospechosos en una gran cantidad de células caracteristicas de T

la Clinica Veterinaria Universidad de
las Américas.

e A ~



100

Anexo 3, Figura 11.- Separacién de muestras Anexo 3, Figura 12.- Creacién de nuevas
destinadas a histopatologia. alicuotas de suero sanguineo.

i AERHLS ATAIIR WERT SR

A;axo 3, Figura 14.- I&t para medicién de
Anexo 3, Figura 13.- Alicuotas de suero sanguineo. EPO sérica mediante RIA.

Anexo 3, Figura 16.- Separacion de
sobrenadantes previa lectura en gamma
contador.

Anexo 3, Figura 15.- Tubos de inmuno ensayo con
muesiras de suero sanguineo y yodo radiactivo.
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Anexo 3, Figura 15.- Gamma contador y muestras
previa medicion de radiactividad.
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Anexo 5.- Fichas clinicas de los caninos positivos a TVT.

Para un mejor entendimiento de la informacién expuesta en las fichas, a continuacién se
encuentra un listado de contracciones y abreviaturas utilizadas en las mismas.

Estado Repr. = Estado Reproductivo

Estado Repr. Ester. = Estado Reproductivo
Esterilizada

Prop. = Propietario

% Dh = % Deshidratacion

Mucosas Ro = Mucosas Rosadas
Mucosas Pa = Mucosas Palidas

Linf. = Nddulos Linfaticos

Linf. NR = Nddulos Linfaticos No Reactivos
Linf. + = N6dulos Linfaticos Reactivos

Linf. Pop + = Nédules Linfaticos Popliteos
Reactivos

FC = Frecuencia Cardiaca

RC= Ritmo Cardiaco

FR = Frecuencia Respiratoria

RR = Ritmo Respiratorio

Conc. = Estado de Conciencia

RT = Reflejo Tusigeno

RD= Reflejo Deglutorio

Nor. = Normal

Ipm = Latidos por minuto

rpm= Respiraciones por minuto

VCM = Volumen corpuscular/celular medio

HCM = Hemoglobina corpuscular/celular media

CCMH = Concentracién celular media de
hemoglobina



104

Cltologla Impronta Vaginal. Tincién Diff-Quick®.

Aumento 400X.
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Corte hlstologlco mucosa tumoral, Tincién H&E.

Aumento 400X.

Cadigo: TO01
Lugar: Antonio Ante, Imbabura
Peso: 26 Kg. €C:3 Edad:6a
Estado Repr.: Entera Prop.: Si
T. Rectal: 39,2°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linf.: NR
FC: 150 Ilpm RC: Normal
FR: 46 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta
RT: Ausente RD: Presente

Evaluacién Dermatoldgica: Pulgas

Localizacién tumor: Vagina y Cérvix
Volumen tumor: 539 cc®

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 5,32 x 10° mm?
Hemoglobina: 11,3 g/dL
Hematocrito: 37,6 %
VCM: 70,7 um?
HCM: 25,2 pg
CCMH: 30 g/dL

Concentracion EPO:

27 mUl/ml

Observaciones:
Ausencia de lesiones en vulva.
LINE-MYC negativo
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Citologia Hisopado Vaginal. Tincién Diff-Quick®.
Aumento 400X.

Corte histoldgico mucosa tumoral, Tincién H&E
Aumento 400X.

Cddigo: TO03
Lugar: Ctavalo, Imbabura
Peso: 14 Kg. CC: 4 Edad: >10a
Estado Repr: Desc. Prop.:No
T. Rectal: 39,2°C % Dh: 6
Mucosas: Pa Linf: Pop. +
FC: 132 Ipm RC: Arritmia
FR: 40 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta
RT: Ausente

RD: Presente
Evaluacidn Dermatologica: Pulgas

Localizacién tumor: Vulva, vagina y cérvix
Volumen tumor: 504 cc?

Secreciones: Sangre, pus

Ulceraciones: Si
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 7,48 x 10° mm?
Hemoglobina: 11,9 g/dL
Hematocrito: 39,6 %
VCM: 53 um?®
HCM: 16 pg
CCMH: 30,2 g/dL

Concentracidn EPO:
29 mUl/ml

Observaciones:

Tejido necrético en tumor, hemorragia
constante, desfiguracién genital.

LINE-MYC positivo
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Cadigo: T0O04
Lugar: Antonio Ante, Imbabura
Peso: 12 Kg. CC:5 Edad:6a
Estado Repr.: Entero Prop.: Si
T. Rectal: 38,7°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linf.: NR
FC: 140 Ipm RC: Normal
FR: 35 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc: Alerta
RT: Ausente RD: Presente

Evaluacién Dermatoldgica: Pulgas

Localizacién tumor: Cuerpo pene
Volumen tumor: 112,5 cc?

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 5,5 x 10 mm?
Hemoglobina: 15,9 g/dL

; - - Hematocrito: 50 %
o~ /W e VCM: 90,91 um?
. o . e . HCM: 27,82 pg
Citologia Hisopado Genital. Tincién Diff-Quick®. CCMH: 30,6 g/dL

Aumento 400X,

Concentracién EPOQ:
13,5 muUl/ml

Observaciones:
Dificultad para protruir el pene, prepucio
libre de lesiones.

LINE-MYC positivo

Corte histolégico mucosa tumoral. Tincién H&E.
Aumento 400X.
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Cddigo: TOO5
Lugar: Cotacachi, Imbabura
Peso: 3 Kg. CC:2 Edad:5a
Estado Repr.: Entera Prop.: Si
T. Rectal: 37,7°C % Dh: 7
Mucosas: Pa Linf.: +
FC: 155 Ipm RC: Arritmia
FR: 47 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta

RT: Ausente RD: Presente
Evaluacién Dermatoldgica: Pulgas

Citologia Hisopado Vaginal. Tincién Diff-Quick®.
Aumento 400X.

Corte histoldgico mucosa tumoral. Tincién H&E.

Localizacién tumor: Vagina

Volumen tumor: 336 cc?

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 6,9 x 10 mm3
Hemoglobina: 11,4 g/dL
Hematocrito: 35,1 %
VCM: 51 um?®
HCM: 16,6 pg
CCMH: 32,5 g/dL

Concentracién EPQ;
37 mUl/ml

Observaciones:
Vulva libre de lesiones, orificio uretral
comprometido.
LINE-MYC positivo

Aumento 400X.
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Aumento 400)(
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Corte hlstoléglco mucosa tumoral, TncnSn H&E
Aumento 400X,

Cdédigo: TO06
Lugar: Cotacachi, Imbabura
Peso: 13,6 Kg. CC:5 Edad: >10 a
Estado Rep.: Entera Prop.: Si
T. Rectal: 39,9°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linf.: NR
FC: 148 Ipm RC: Arritmia
FR: 44 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta

RT: Ausente RD: Presente
Evaluacién Dermatoldgica: Pulgas

Localizacién tumor: Vagina
Volumen tumar: 273 cc®

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Citologia Hisopado Vaginal. Tincién Diff-Quick®.

Hemoglobina: 13,6 g/dL
Hematocrito: 41,9 %
VCM: 47 um?®
HCM: 15,2 pg
CCMH: 32,5 g/dL

Concentraciéon EPO:
31 mul/ml

Observaciones:
Presencia de espiroquetas en frotis
genital, sugerente a infeccién venérea.
Vulva libre de lesiones.
LINE-MYC positivo
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Citologfa Hisopado Vaginal. Tincién Diff-Quick®.

Aumento 400X,
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Corte histoiégiéo mucosa tumor
Aumento 400X.

Cadigo: TOO7

Lugar: Cotacachi, Imbabura
Peso: 23 Kg. CC:6 Edad: 4 afios

Estado Repr.: Desc. Prop.: No
T. Rectal: 38,5°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linf.: NR
FC: 143 Ipm RC: Normal
FR: 3% rpm RR: Normal

Oculo- Nasal: Norm. Conc.: Alerta
RT: Ausente RD: Presente

Evaluacién Dermatoldgica: Pulgas

Localizacion tumor: Vagina
Volumen tumor: 208,8 cc?

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 5,2 x 10° mm?
Hemoglobina: 14,4 g/dL
Hematocrito: 47 %
VCM: 90,38 um?
HCM: 27,69 pg
CCMH: 30,64 g/dL

Concentracién EPQ:
17,7 muUl/ml

al, ﬁnéign HE(E.

Observaciones:

Vulva libre de lesiones, uretra
comprometida.
LINE-MYC negativo
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Citologia Hisopado Vaginal. Tincién Diff-Quick®.

Aumento 400X
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Corte histoldgico mucosa tumoral. Tincién H&E.

Aumento 400X.

Cdédigo: TO08

Lugar: Cotacachi, Imbabura

Peso: 28 Kg. CC:6 Edad: 4 a
Estado Repr.: Entera Prop.: Si
T. Rectal: 38,8°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linf.: NR

FC: 146 Ipm RC: Normal

FR: 36 rpm RR: Normal

Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta

RT: Ausente RD: Presente
Evaluacién Dermatolégica: Normal

Localizacion tumor: Vagina y vulva
Volumen tumor: 357 cc?

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: Si
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 4,7 x 10° mm?
Hemaoglobina: 14,3 g/dL
Hematocrito: 42 %
VCM: 89,36 um®
HCM: 30,43 pg

CCMH: 34,05 g/dL

Concentracion EPO:
25 mUl/ml

Observaciones:
Desfiguracion genital.
LINE-MYC positivo
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Cddigo: TO09
Lugar: Cotacachi, Imbabura
Peso: 15Kg. CC:5 Edad:5a
Estado Repr: Ester. Prop.: Si
T. Rectal: 37,9°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linfonodos: NR
FC: 145 Ipm RC: Normal
FR: 40 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta
RT: Ausente RD: Presente

Evaluacién Dermatolégica: Normal

Localizacion tumor: Vagina y vulva
Volumen tumor: 119,5 cc?

Secreciones: Sangre

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 6,1 x 10° mm?
Hemoglobina: 18,5 g/dL
Hematocrito: 56 %
VCM: 91,8 um?®

Citologia Hisopado Vaginal. T'm:lon lef-Quu:k'. HCM: 30,33 pg
Aumento 400X, CCMH: 33,04 g/dL

Concentracién EPO:
28 muUl/ml

Observaciones:
Desfiguracidn genital,
LINE-MYC positivo

Corte hlstologlco mucosa tumoral Tincién H&E.
Aumento 400X.
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Corte histoldgico mucosa tumoral. Tincion H&E.
Aumento 400X.

Corte histdiégiéo mucosa tumoral. Tincién H&E.
Aumento 100X.

Cédigo: TO10

Lugar: Antonio Ante, Imbabura

Peso: 5 Kg. CC: 2 Edad: 2 afios
Estado Repr.: Ester. Prop.: Si
T. Rectal: 38,9°C % Dh: 7
Mucosas: Pa Linf.: +
FC: 140 Ipm RC: Normal
FR: 33 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta

RT: Ausente RD: Presente
Evaluacién Dermatoldgica: Pulgas

Localizacién tumor: Vagina, cérvixy gl.
perianal
Volumen tumor: 385 cc3

Secreciones: Sangre, pus

Ulceraciones: Si
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 5,73 x 10° mm?
Hemoglobina: 10,5 g/dL
Hematocrito: 34,1 %
VCM: 59 um?

HCM: 18,4 pg
CCMH: 30,9 g/dL

Concentracion EPO:
31 mUl/ml

Observaciones:

Larvas de mosca presentes en el tumor,
exteriorizacion y desfiguracion genital. El
animal se encuentra en tratamiento con
remision tumoral satisfactoria

LINE-MYC positivo
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Corte histoldgico mucosa tumoral. Tincidn H&E.
Aumento 400X.

Corte histolégico mucosa tumoral. Tincidén H&E.
Aumento 400X.

Cadigo: T012
Lugar: Cotacachi, Imbabura
Peso: 7 Kg. CC: 5 Edad: 1a
Estado Repr.: Entero Prop.: Si
T. Rectal: 37,5°C % Dh: 5
Mucosas: Ro Linf.: NR
FC: 56 Ipm RC: Normal
FR: 44 rpm RR: Normal
Oculo- Nasal: Nor. Conc.: Alerta
RT: Ausente RD: Presente

Evaluacidén Dermatolégica: Normal

Localizacién tumor: Glande
Volumen tumor: 0,38 cc?

Secreciones: Sangre, Esmegma

Ulceraciones: No
Masas Secundarias: No

Eritrocitos: 9,19 x 10° mm?
Hemoglobina: 16,5 g/dL
Hematocrito: 51,9 %
VCM: 57 um?®
HCM: 18 pg
CCMH: 31,8 g/dL

Concentracién EPO;

15,2 muUl/ml

Observaciones:
Prepucio libre de lesiones,

LINE-MYC negativo
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Anexo 6: Reporte de resultados de concentracion de eritropoyetina sérica
en caninos de los grupos 1 y 2, obtenidos mediante Radio Inmuno Ensayo

NationWide Specialist Laboratories
Unit 2, Sawston Park, London Road
Pampisford, Cambridgeshire, CB22 3EE

Date: 10th
Lab Reference Number: 158910 December
2014
Mayra Martinez
c/o Elizabeth
Murchison
Cambridge Vet School
RIA Serum Samples (Aliquots)
Importance
Code Group Order EPO| Notes
110351 CTVT Priority 27
110481 CTVT Priority 28
110581 CTVT Priority | 13,5
110651 CTVT Priority 37
110751 CTVT Priority 31
110851 CTVT Priority | 17,7
110951 CTVT Priority 25
111081 CTVT Priority 28
111181 CTVT Priority 31
111251 CTVT Priority | 12,2
111351 CTVT Priority | 15,2
112281 Control 1 17,1
111751 Control 2 13,4
113481 Control 3 14,5
114181 Control 4 19,0
113081 Control 5 6.3
112551 Control 4] 11,2
113981 Control 7 14,3
*CV% =
113181 Control 8 11,1 33%
(13.5/8.4)
112851 Control 9 19,2
113651 Control 10 14,7
113751 Control 11 12,0
113551 Control 12 14,1
114451 Control 13 12,9
Extra
sample
112151 ? ? 10,2 not on
list ?

Canine EPO normal range =10 - 20
miU/mL
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Anexo 7: Reporte de desenvolvimiento de la estudiante en la Universidad de
Cambridge por parte de la Dra. Elizabeth Murchison

Elizabeth Murchison
TYOF Reader in Comparative Oncology and Genetics
Department of Veterinary Medicine

Diepartment of Veterinary Madingley Road
Medicine Cambridge CB3 OES

United Kingdom

NIVERS]

+44-(0)1223-766-497
epm27@cam.ac.uk

25! January, 2015

Dear Dr Oswaldo Albornoz,

It is a pleasure to inform you about Ms Mayra Martinez's recent visit to my
laboratory at the University of Cambridge, Department of Veterinary Medicine.
Mayra visited Cambridge between 12t and 22" November, 2014. This visit formed
an important part of her research project, the goal of which was to determine the
concentration of erythropoietin (EPQ) in serum from dogs with canine transmissible
venereal tumours (TVT), and to compare this to the EPO level found in serum from
control dogs without this disease.

Mayra initially contacted me more than one year ago, proposing to perform her
final year research project on TVT. | suggested a number of projects to her, and |
was very impressed when she elected to perform the most challenging, but also
most interesting, project that | had mentioned. This project involved testing the
hypothesis that EPO is elevated in dogs with TVT tumours, perhaps via a
paraneoplastic process. We already had some preliminary evidence that EPO may
be elevated in TVT dogs, but we needed additional evidence in order to confirm
this.
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| was extremely impressed by the level of organisation, determination and care that
Mayra showed in carrying out her project. Mayra set up collaborations with
spay/neuter campaigns and government officials in order to collect samples for her
project. She encountered numerous difficulties in sefting up the project, most
notably because one of her collaborating organisations withdrew from the project at
the last minute, but she was never discouraged from pursuing her goal. The result
was an extremely valuable, well-curated and complete set of samples from eleven
TVT cases, as well as matched controls. Mayra also showed great determination
and initiative in establishing laboratory assays in Ecuador in order to perform blood
analysis.

During her visit to Cambridge, Mayra was able to observe the EPO
radioimmunoassays (RIAs) being performed on her samples. Excitingly, the results
were positive, and Mayra found that the average EPO concentration in serum from
TVT dogs was approximately double that found in control dogs. In addition, EPO
concentration was correlated with tumour volume. These results will form the basis
of a paper for peer-reviewed publication.

It is a tribute to Mayra's exceptional skill, determination and commitment that this
project has been such a success. It is unusual for a final-year veterinary student to
have the maturity to plan, organise and then perform a complex project of this time
with such independence. Mayra has an absolute commitment to research that was
apparent in her performance of this project.

During her visit to Cambridge, Mayra was also able to assist with other projects in
the laboratory, including performing western Dblotting, analysing
immunohistochemistry, extracting DNA and analysing samples. She also attended
a session at the clinical pathology department to learn about cytology analysis.
Mayra showed enormous enthusiasm for learning new methods and experimental
technigues. In addition, Mayra presented her project and preliminary results at our
lab group meeting; her presentation was in fluent English and was clear, concise
and presented with confidence.

In summary, Mayra has performed an excellent project, which is comparable with
the very best final-year veterinary projects performed by students at the University
of Cambridge. | admire Mayra’s vision, determination and commitment to research.
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| believe that, given the opportunity, Mayra has the potential to become a research
leader who will contribute internationally to the understanding of animal health.

Please do not hesitate to contact me if you have any further questions.
Yours sincerely,
A Mvcte

Elizabeth Murchison



