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RESUMEN 
El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) es frecuente en los caninos, con una alta 
presentación mundial. Al no tener un origen infeccioso, rompe con el paradigma del cáncer 
ya que infecta otros individuos a través de la transferencia directa de células cancerígenas. 
En este trabajo se evaluó el comportamiento biológico del tumor y el uso de marcadores 
tumorales como indicadores de malignidad y del manejo terapéutico con sulfato de 
vincristina en el TVT canino. Se realizó un análisis retrospectivo de 90 animales para el 
estudio epidemiológico y un ensayo observacional en 20 caninos con TVT de presentación 
espontánea, que fueron tratados con sulfato de vincristina (0,025 mg/Kg). Se obtuvieron 
muestras de sangre previo a cada quimioterapia para efectuar estudios hematológicos y 
bioquímicos. Se tomaron muestras tumorales para citología y biopsias destinadas a 
tinciones de hematoxilina/eosina, tinciónes argénticas para Regiones Organizadoras de 
Nucléolos (AgNOR) y técnicas inmunohistoquímicas con kits comerciales para la 
determinación de Antígeno Nuclear de Proliferación Celular (PCNA) y Ki67. Se realizaron 
estudios estructurales y ultraestructurales mediante microscopía óptica de alta resolución 
(MOAR) y microscopía electrónica de transmisión. El TVT se presenta mayormente en 
animales entre los 2 y 5 arios de edad, en hembras (57,8%), en caninos mestizos (66,7%) y 
callejeros (61,9 %), con localización genital en un 73,3 %. La presentación extragenital fue 
significativamente mayor en machos (p < 0.05). Previo al tratamiento se observó anemia 
(35%), leucocitosis (40%), neutrofilia (40%), linfopenia (20%), monocitosis (35%) y 
eosinofilia (55%). La vincristina produjo una disminución de leucocitos y neutrófilos en 
todos los casos (p < 0.0001) con neutropenias en el 45%. Se observó un incremento de las 
02 globulinas que fue normalizándose con el avance del tratamiento. El 85% de los 
animales tratados presentó remisión del tumor. El promedio de AgNOR en los animales que 
respondieron a la vincristina fue de 3,1 ± 1,3 (previo al tratamiento) y de 1,4 ± 0,8 (post 
tratamiento) (p: < 0.0002). Los animales resistentes tuvieron un promedio de 4,1 ± 1,6 pre 
tratamiento y 5,3 ± 2,3 post tratamiento. No se observaron diferencias significativas en el 
porcentaje de inmunomarcación para PCNA entre la etapa progresiva del tumor (50,5% ± 
15,8%) y la regresiva inducida por la vincristina (55,2% ± 25,4%). En el 66,7% de los 
animales tratados, la inmunolocalización de Ki67 fue menor. La microscopía electrónica 
permitió observar cambios ultraestructurales durante el tratamiento con vincristina. En el 
TVT los marcadores tumorales estarían más asociados a una mayor velocidad de 
proliferación celular que a un comportamiento maligno. Su determinación luego de 
iniciada la quimioprofilaxis, es de utilidad pronostica para seguir el tratamiento y evolución 
del TVT. Las herramientas metodológicas empleadas en este estudio permiten presentar 
resultados epidemiológicos y las técnicas inmunohistoquímicas aportan datos cuantitativos 
para el diagnóstico de TVT y el pronóstico de la terapéutica utilizada. 
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ABSTRACT 
Transmissible Venereal Tumor (TVT) is common in dogs, with world high incidence. Not 
having an infectious origin, breaks the paradigm of cancer and infecting other individuals 
through the direct transfer of cancer cells. In this work were evaluated the biological 
behavior of the tumor and the use of tumor markers as indicators of malignancy and 
therapeutic management with vincristine sulfate in the canine TVT. A retrospective 
analysis of 90 animals for epidemiological studies and observational assay in 20 dogs with 
TVT spontaneous presentation, who were treated with vincristine sulfate (0.025 mg/Kg). 
The blood samples were obtained prior to each chemotherapy for hematological and 
biochemical studies. Tumor samples were taken for cytology and biopsies for hematoxylin / 
eosin staining, for Argyrophilic Nucleolar Organizer Regions (AgNOR) staining and 
immunohistochemistry with commercial kits for determining Proliferation Cell Nuclear 
Antigen (PCNA) and Ki67. Structural and ultrastructural studies were performed using 
microscopy optical high resolution (MOAR) and transmission electron microscopy. The 
TVT occurs mostly in animals between two and five years old, females (57.8%), in mixed 
breed dogs (66.7%), stray dogs (61.9%), with genital location (73 ,3 %). The extragenital 
presentation was significantly higher in males (p < 0.05). Pretreatment was observed 
anemia (35%), leukocytosis (40%), neutrophilia (40%), lymphopenia (20%), monocytosis 
(35%) and eosinophilia (55%). Vincristine produced a decreasement of leukocytes and 
neutrophils in ah l cases (p < 0.0001) with neutropenia in 45%. It observed an increase in 
globulins 132 that was normalized with the progress of treatment. The 85% of the treated 
animals showed tumor remission. The average AgNOR in animals that responded to 
vincristine was 3.1 ± 1.3 (before treatment) and 1.4 ± 0.8 (post treatment) (p: < 0.0002). 
Resistant animals had an average of 4.1 ± 1.6 pretreatment, and 5.3 ± 2.3 post treatment. 
No significant differences were observed in the percentage of PCNA between progressive 
tumor stage (50.5% ± 15.8%) and vincristine-induced regressive (25.4 ± 55.2%). In 66.7% 
of treated animals, the irnmunolocalization of Ki67 was lower. Electron microscopy 
allowed to observe ultrastructural changes during treatment with vincristine. In the TVT, 
tumor markers would be more associated with increased cell proliferation rate more that 
malignant behavior. Determination of the tumors markers after initiation of 
chemoprophylaxis is of prognostic value for fiirther treatment and evolution of TVT. The 
methodological tools used in this study allow us to present epidemiological findings and 
immunohistochemical techniques provide quantitative data for the diagnosis of TVT and 
prognosis of therapeutic. 
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INTRODUCCIÓN 



1-INTRODUCCIÓN: 

Una neoplasia es una masa anormal de tejido, cuyo crecimiento está descoordinado y 

excede al del tejido normal y que, además, su crecimiento persiste luego de haber cesado el 

estímulo que provocó el cambio (Willis, 1952). En relación a su comportamiento clínico-

biológico, se clasifican en benignas y malignas. Una neoplasia benigna tiene un crecimiento 

limitado de células que parecen estar bajo cierto control y aunque no hay un propósito 

aparente de este crecimiento, las células son más maduras y se semejan morfológicamente a 

aquellas del tejido que derivan, son masas bien delimitadas que permanecen localizadas, sin 

diseminarse a otros tejidos (Stephens y Aigner, 2009). Un crecimiento maligno está 

caracterizado por ser continuo, indeseado, descontrolado y perjudicial y las células difieren 

estructural y funcionalmente de las células normales. El término comúnmente usado para este 

tipo de crecimiento es: cáncer, término que deriva del latín y significa - cangrejo", ya que 

antiguamente se pensaba que el cáncer se semejaba al cangrejo, con sus "garras" invadiendo 

tejidos circundantes (Stephens y Aigner, 2009). El proceso de proliferación celular, 

normalmente se encuentra bajo un control estrictamente equilibrado y el cáncer se desarrolla 

cuando este control genético se pierde o se daña en una o más células, que luego proceden a 

dividirse y producir nuevas células anormales (Stephens y Aigner, 2009). 

La predisposición a las neoplasias y su incidencia se manifiesta de manera diferente 

entre las especies domésticas, siendo una de las mas afectadas el canino (Zaldívar Quintero et 

al., 2002). Sin embargo, los tipos de cáncer y la prevalencia pueden modificarse en base a la 

edad, sexo y raza de los individuos, así como también, según las características ambientales, 

económicas y regiones geográficas a las que pertenezcan (Stephens y Aigner, 2009). Los 

perros y gatos podrían tener importancia como centinelas de vigilancia epidemiológica debido 

a que comparten el mismo ambiente con el humano (Nielsen, 1983; Flores, 1986). 



TUMOR VENÉREO TRANSMISIBLE 

1.1-Antecedentes Generales 

Hasta 1858, existía una creencia de que los tumores eran una enfermedad propia del 

hombre. El reconocimiento de que los tumores ocurrían en animales, fue de fundamental 

importancia para el estudio experimental de las neoplasias, siendo numerosos los veterinarios 

que han hecho contribuciones importantes a la investigación cancerológica (Flores, et al, 

2000). 

Entre los tumores frecuentes en los caninos, se encuentra el denominado Tumor 

Venéreo Transmisible (TVT), descripto inicialmente por Novinsky en 1876, un veterinario de 

nacionalidad rusa, considerado como el "padre de la oncología experimental", pues fué quien 

realizó el primer transplante exitoso del TVT de un animal a otro en el laboratorio y publicó 

los resultados en su tesis de grado en 1877, "On the Question of the inoculation of malignant 

neoplasms (experimental investigations)". 

Este tumor afecta también a otros cánidos como zorros, coyotes y lobos, sin embargo 

no hay evidencia de transferencia a otras especies aún con inoculaciones experimentales 

realizadas en ratas, ratones, hamsters y gatos (Cockrill y Beasley, 1979). 

El origen celular exacto del TVT no está claro, es por ello que a través del tiempo ha 

recibido según los investigadores, distintas denominaciones, como: sarcoma o tumor de 

Sticker en honor al autor de las primeras publicaciones, (Sticker, 1906), condiloma canino por 

cierta similitud con el condiloma humano; linfosarcoma venéreo, linfosarcoma infeccioso, 

linfosarcoma transmisible, sarcoma infeccioso, histiocitoma y mixosarcoma. Basado en su 

morfología las células de TVT han sido clasificadas como linfocitos, histiocitos, células 

reticulares y células retículoendoteliales maduras (Moulton, 1990). 

Estudios inmunohistoquímicos muestran inmunopositividad para vimentina, lisozima, 

alfa 1 antitripsina, anti-enolasa neuronal específica (NSE) y proteína ácida fibrilar glial, entre 

otros, (Mozos et al., 1996; Marchal et al., 1997) insinuando compatibilidad con células 
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histiocíticas (Scott et al., 2002; Mukaratirwa et al., 2004). Por otra parte, presentan una 

inmunodetección negativa con respecto a citoqueratinas, proteína S100 y marcadores 

musculares. Estudios recientes de Gross et al., (2005) y Mascarenhas et al., (2014) 

demostraron que son negativos a lisozyma y CD 18, lo cual no soportaría el origen 

histiocítico sugerido por Mozos et al., (1996) y Marchal et al., (1997), aunque algunas teorías 

apuntan a considerar a las células de TVT como leucocitos inmaduros indiferenciados, 

sugiriendo un origen mieloide ya que expresa CD45 y CD45RA pero no beta-2 ni CD1 

(Goldschmidt y Hendrick, 2002; MacLachlan y Kermedy, 2002). 

Según Ostrander et al., (2015), los tumores transmisibles, que no tienen un origen 

infeccioso, rompen con el paradigma del cáncer ya que trascienden las barreras de sus 

incipientes huéspedes mediante la habilidad de infectar otros individuos a través de la 

transferencia directa de células cancerígenas que se vuelven clones cancerígenos parásitos. 

Uno de los tumores transmisibles por aloinjerto, de aparición más reciente, diagnosticado por 

primera vez en 1996 en la isla de Tasmania (Australia), es el tumor que afecta al demonio de 

Tasmania (Sarcophilus harrisii), el mayor marsupial carnívoro conocido. La transmisión 

puede ocurrir por mordeduras, alimentarse del mismo material, apareamiento agresivo u otras 

interacciones sociales. El tumor se desarrolla en cara y cabeza, es ulcerativo y causa la muerte 

por asfixia o inanición, dentro de los 6 meses de iniciado el mismo, lo que está llevando a la 

población marsupial al peligro de extinción, (Jones et al., 2004; Hawkins et al., 2006). 

El tumor transmisible mas estudiado es el TVT, por ser el linaje celular propagado más 

antiguo. Debido al carácter de transmisión que tiene el TVT, se consideró en un principio la 

posible intervención de algún agente infeccioso como virus o bacterias clamideas. Algunos 

autores (Cockril y Beasly, 1975; Amber et al., 1985 y Trigo, 1993) atribuyeron esta neoplasia 

a agentes virales, sin embargo, el tumor no puede ser transmitido por extractos libres de 

células (DeMonbreun y Goodpasture, 1934; Calvet, 1993; Rogers, 1997) y no se han 

observado partículas virales por microscopía electrónica (Moulton, 1990). La transmisión 

clonal fue inicialmente sugerida debido al éxito obtenido por los investigadores pioneros como 

Novinsky (1876) y Sticker (1906) quienes demostraron que el TVT se podía transmitir por la 

transferencia directa de células de TVT o tejidos tumorales. Las propias células neoplásicas 

son los vectores de transmisión hacia las mucosas genitales durante el contacto físico a través 
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del coito (Purohit, 2009) y también en mucosas orales y nasales por las conductas asociadas de 

lamido y olfateo (Cohen, 1985). La pérdida de integridad de la mucosa favorece la transmisión 

(V ermooten, 1987). 

El cariotipo de la célula de TVT presenta 57-59 cromosomas, y se han propuesto dos 

linages, uno en coyotes y el otro en zorros grises y perros domésticos (Canis lupus). Estos 

datos sugieren que el TVT se originó en el período de pre domesticación del Canis lupus 

(Rebbeck et al., 2009). Estudios genéticos de microsatélites, ADN mitocondrial y genes del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) mostraron que en los cinco continentes el 

TVT deriva de un mismo clon neoplásico (Murgia et al., 2006). Estudios epidemiológicos 

realizados con el uso de ADN mitocondrial identificaron una fuerte relación entre los 

haplotipos de tumores en México, Estados Unidos, Chile y Brasil. En Asia, los haplotipos son 

divergentes, aunque más relacionados al haplotipo Americano, lo que sugiere que el tumor en 

Estados Unidos, deriva del linaje asiático (Bautista Gomez et al., 2011). Esta notable similitud 

entre los TVT aislados de diferentes continentes durante varios arios, indicaría que no solo se 

distribuye globalmente sino que también, a pesar de su aneuploidía el cariotipo clonal es 

relativamente estable, ya que todos los canidos afectados comparten una identidad genética 

(Murchison, 2009; Ostrander et al., 2015). El mismo cariotipo se mantiene en cultivos 

celulares del tumor y su figura histológica no es alterada por transferencia pasiva (Adams et 

al., 1968; Mukaratirwa et al., 2004). 

Hay estudios que indican que los ancestros genéticos del TVT se relacionan más con 

los lobos y que datarían de 7.800 y 78.000 arios atrás. El verdadero origen por lo tanto es 

incierto, pero se estima que entre 6000 y 11000 arios sería lo más real o verdadero (Ostrander 

et al., 2015). Así, el TVT sería la línea de células somáticas conocida más antigua (Murgia et 

al., 2006; Rebbeck et al., 2009). 
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1.2- Antecedentes epidemiológicos 

El TVT presenta una distribución geográfica muy amplia y se lo ha descripto, 

principalmente en países en vías de desarrollo, habiendo desaparecido en muchas áreas de 

países de norteamerica y europeos (Flores et al., 1997, Ganguly et al., 2013), como es el caso 

de Canadá, Reino Unido y Suiza, siendo erradicada también de Nueva Zelandia, y todo ello 

debido a un alto nivel de vigilancia veterinaria. El TVT afecta entre un 1 y 10% de perros en 

Africa, Asia, Sudamérica y América Central, con una alta incidencia en Belice (10-20%) 

(Strakova y Murchison, 2014) y prevalencias mayores al 20% en países índicos (Das y Das, 

2000), con un comportamiento enzoótico en el sur oeste de Francia, Puerto Rico y las 

Bahamas, (Figura 1). 

Su difusión estaría asociada a climas subtropicales o tropicales, de temperaturas 

cálidas y a perros vagabundos y sexualmente activos, con edades variables, (Caponi et al., 

1999; Sousa et al., 2000; Bassani Silva, 2008; Pineda et al., 2010; Urna Rani y Pazhanivel, 

2015), sin diferencias en relación a raza o sexo (Brown et al., 1980; Calvert et al., 1982; Mac 

Ewen, 1992; Amaral et al., 2004; Murchison, 2008; Strakova et al., 2014) aunque algunos 

autores determinaron que el 54% a 64% de los casos son de raza mestiza siendo más 

frecuente en hembras (57% a 72%) (Flores et al., 1993; Gurel et al., 2002; Ortega et al., 

2003, Mendoza, 2006; Alvarez Espinoza, 2010). Pineda et al., (2010) informaron una mayor 

presentación en machos. En los perros de raza, diversos estudios coinciden en un predominio 

de TVT en las razas de alzada grande. Factores que favorecen su diseminación son la 

presencia de perros vagabundos con alta capacidad de desplazamiento, la cual, no es afectada 

por esta patología que aún constituyendo grandes masas sangrantes, no es invalidante. (Flores 

etal., 2000; Sousa et al., 2000; Bassani Silva, 2008; Ganguly et al., 2013). En nuestra región, 

no hay estudios previos de la incidencia de TVT ni de su comportamiento epidemiológico, a 

pesar de ser una patología que se diagnostica con cierta frecuencia. La ciudad de Río Cuarto 

está dentro del Departamento del mismo nombre, en la zona sur de la provincia de Córdoba, 

en la región centro de Argentina, incerta en una zona cálida, en las coordenadas 

330 7' 25.57" S, 64° 20' 56.38", la misma se identifica con una flecha en la Figura 1. 
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Figura 1. A: distribución mundial y prevalencia estimada, por país, de casos 
de TVT. El color de cada país representa el promedio de prevalencia 
estimada. La localización de cada información aportada por cada país está 
indicada por los puntos negros. La flecha indica el área geográfica 
perteneciente a la ciudad de Río Cuarto. B: promedio de prevalencia de TVT 
reportado por continente. El número de casos reportados para estimar la 
prevalencia en cada continente se muestra sobre las barras. Adaptado de 

1.3-Transmisión y presentación clínica 

El contagio natural es por transplante de células tumorales viables exfoliadas desde el 

perro portador a un receptor sano o a veces por un autotransplante a partir del tumor primario 

(Figura 2 y 3), en un sitio anatómico susceptible, mediante principalmente el coito, aunque 
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también, por mordeduras, rascado, lamido y olfateo. La susceptibilidad está dada por la 

presencia de abrasiones en las superficies mucosas peneanas, vaginales, nasales, orales, o 

incluso soluciones de continuidad en la piel (Moulton, 1990; Trigo, 1998; Flores et al., 2000, 

Ferreira, 2003, Ganguly et al.; 2013). 

La transmisión experimental debe hacerse con células tumorales viables mediante 

inyecciones cutáneas, intravenosas o intraperitoneales, ya que ésta transmisión no puede 

producirse con células tumora1es que hayan sido congeladas, calentadas, tratadas con 

glicerina o desecadas (Moulton, 1978 y Scott et al., 2002). 

El tumor aparece luego de 15 a 60 días después de la implantación. 

Experimentalmente crece rápido (fase progresiva), tiene una fase estable y regresa 

espontáneamente (fase regresiva), esto ocurre antes o alrededor de los 6 meses de ser visible 

la neoformación (Joseph, 1993; Ferreira, 2003; Ganguly et al., 2013). La regresión 

espontánea, no ocurriría en la presentación natural, (Scott et al., 2002) donde produce 

lesiones únicas o múltiples, afectando el estado general del animal, siendo siempre necesario 

realizar tratamiento. En los machos, las lesiones se localizan frecuentemente en pene, 

prepucio o glande (Figura 2) y en las perras, en el vestíbulo y canal vaginal, protruyendo a 

través de los labios vulvares y deformando la región perineal (Flores et al., 2000; Nelson y 

Couto, 2010). Es frecuente observar un lamido excesivo de los genitales y secreciones 

mucosas y hemorrágicas ya que los tumores sangran fácilmente. La descarga hemorrágica 

inicialmente puede ser confundida con el estro, uretritis, cistitis, o prostatitis y es debido a la 

fragilidad de la masa. (Rogers, 1997; Flores et al., 1999). Hasta el presente se conoce que 

muchos de los animales que sufren TVT desarrollan policitemia, lo cual podría ser de valor 

diagnóstico, sin embargo esto aún necesita ser validado (Cohen, 1985; Withrow y Mac Ewen, 

1996; Purohit, 2009). 

Se observa una alta incidencia de infecciones urinarias en perros con TVT, debido 

posiblemente a la obliteración del orificio uretral por el tumor, con retención urinaria. 

(Batamuzi y Kristensen, 1996). 
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El TVT puede crecer lentamente por arios o puede ser muy agresivo e invasivo 

localmente y tener un comportamiento maligno, metastizando a diversos órganos (Lombard y 

Cabanie, 1968; Moulton, 1990; Ferreira et al., 2000; Silva, 2007; Ramirez et al., 2015). Las 

implantaciones extragenitales cutáneas, de mucosa nasal, oral, ocular y anal son poco 

frecuentes (Papazoglou et al., 2001; Gurel et al., 2002; Rocha et al., 2014) (Figura 3). Los 

tumores de localización ocular pueden crecer en la conjuntiva y en el párpado causando 

ceguera (Moulton, 1978; Ferreira etal., 2000; Scott etal., 2002). 

Figura 2. Paciente con crecimiento tumoral en piel de prepucio. El tumor se 
observa ulcerado y sangrante. Gentileza de: Dr. Alcoba Adrián. 

Los signos clínicos dependen de la localización del tumor observándose epistaxis, 

estornudos, epífora, halitosis, pérdidas dentarias, exoftalmos, deformaciones cutáneas, 

faciales, orales, hasta agrandamiento de ganglios linfáticos. En casos avanzados hay 
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dificultad respiratoria y fístulas oronasales. En localizaciónes orales, puede observarse 

dificultad al ingerir los alimentos y deformación maxilar (Rogers, 1997; Papazoglou et al., 

2001; Purohit, 2009). 

Figura 3. Crecimiento tumoral intranasal. El tumor genera deformación facial 
y se presenta ulcerado. Corresponde al mismo paciente de la Figura 2. 
Gentileza de: Dr. Alcoba Adrián. 

Se ha demostrado que el sistema inmune del huésped tiene un rol fundamental en la 

inhibición o el desarrollo del crecimiento del tumor y la metástasis (Cohen, 1973 y 1985). La 

ocurrencia de metástasis es entre un 1,5 y 6% (Ferreira et al., 2000), y hasta un 17 y 22% 

(Rogers, 1997; MacEwen, 2001; Santos do Amaral et al., 2007); si esto ocurre, es a 

subcutáneo, nódulos linfáticos regionales, inguinales, parapeneanos e ilíacos, hígado, bazo, 
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cerebro, pituitaria, pulmones y aunque menos frecuente, en las perras, el tumor puede afectar 

el tracto genital interno, comprometiendo cérvix, útero, oviducto y ovario. (Aprea et al., 

1994, Flores et al., 1997; Bastan et al., 2008; Alcoba et al., 2014). La metástasis se desarrolla 

en animales inmaduros y en caninos inmunosuprimidos (Vermooten, 1987; Yang, 1988; Scott 

et al., 2002). En estos casos, la presentación clínica puede ser muy variada, dependiendo de la 

localización anatómica de la metástasis. 

1.4-Anatomopatología 

Macroscópicamente el tumor puede ser solitario o multifocal. En el desarrollo del 

tumor, inicialmente se observan pequeños nódulos rojizos localizados a nivel dermo-

epidérmico. En la hembra, el tumor usualmente se encuentra en la parte posterior de la vagina 

y en la vulva. Las implantaciones se dan en la submucosa de la pared vaginal y se desarrollan 

como proliferaciones papilares que penetran y atraviesan el epitelio, alcanzando la luz de la 

vagina. En el macho es común ubicarlo en la base del pene; pero también puede encontrarse 

en el glande y prepucio (Moulton, 1978; Jubb et al, 1992; Ferreira, 2003; Nak et al., 2005). El 

tumor puede crecer con una base de implantación amplia o pedunculada, nodular o 

multilobular. Los nódulos coalescen formando una malla hemorrágica con aspecto de coliflor 

que puede llegar a tener desde 0,5 hasta 10 cm de diámetro (Murray et al., 1969; Moulton, 

1990; Mello Martins et al., 2005). La consistencia puede ser firme aunque frecuentemente es 

friable y el color variable desde crema, rojo grisáceo a rojo, a menudo se observan sobre la 

superficie tumoral áreas de hemorragia y necrosis con infección bacteriana supurativa 

(MacEwen, 1992, Scott et al., 2002). 

1.5-Diagnóstico y pronóstico 

El diagnóstico precoz es la mejor herramienta utilizada tanto en medicina veterinaria 

como humana para el control de tumores. Con respecto al TVT, su ubicación en las mucosas 
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hace que el diagnóstico clínico resulte muy importante en la detección de la neoplasia. Es 

necesario realizar una anamnesis detallada, teniendo en cuenta principalmente el historial 

reproductivo y contacto con perros callejeros y hacer una exploración clínica minuciosa, con 

palpación de ganglios linfáticos regionales, palpación digital vía vaginal o rectal, exploración 

vaginoscópica en las hembras y exposición del pene en machos, además de una exploración 

ecográfica (Flores et al., 1999). La observación de signos clínicos compatibles hace sospechar 

de la neoplasia. 

El examen histopatológico constituye un método diagnóstico confiable ya que permite 

además de la tipificación, la graduación del tumor, teniendo en cuenta la valoración de 

factores como infiltración vascular, cutánea y de tejidos blandos y otras variables como grado 

de diferenciación, grado de pleomorfismo nuclear, índice mitótico, apoptosis, necrosis y 

compromiso de los bordes de la pieza quirúrgica (Elston y Ellis, 1993; Santos et al., 2001; 

Cullen et al., 2002). Los criterios histopatológicos de los tumores están representados por 

anaplasia de las células tumorales, por crecimiento invasivo que destruye y sustituye a los 

tejidos normales circundantes, por rápido crecimiento autónomo y por metástasis mediante 

permeación linfática, siembras hematógenas o implantación. Es por ello que a pesar de los 

avances en el uso de marcadores de neoplasias malignas, el diagnóstico práctico de cáncer, 

todavía se limita en muchos casos al estudio histológico (Takahashi, 1985). Sin embargo, en 

las tinciones de rutina con Hematoxilina-Eosina, las diferencias citoplasmáticas y nucleares 

entre el TVT y los histiocitomas suelen ser sutiles (Thangathurai et al., 2008). 

La citología exfoliativa obtenida por punción aspiración con aguja fina (PAAF), 

raspados, improntas o hisopados, es utilizada para el diagnóstico de las neoplasias, aún 

cuando carece de estructura histológica, dependiendo solo de la morfología y de la 

desdiferenciación de las células tumorales (Griffiths et al., 1984; Takahashi, 1985; De la Sota 

et al., 2004; Thangathurai et al., 2008, Cowell et al., 2009). Cuando las masas tumorales 

comprometen órganos internos, es de mucha utilidad realizar la PAAF guiada por una imagen 

ecográfica. 
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El TVT pertenece al grupo de tumores denominados de células redondas entre los que 

se encuentran además los linfomas, histiocitomas, mastocitomas, melanomas, y actualmente 

se incluyen también en este grupo a los osteosarcomas (Nelson y Couto, 2010). La 

morfología celular de estos tumores es bastante característica lo cual permite su 

identificación, aunque las diferencias entre ellos, a veces suelen ser sutiles (U1Car et al., 

2012). La diferenciación morfológica del TVT con los histiocitomas puede ser dificultosa, 

teniendo algunas características en común (Guvenc et al., 2002). En el histiocitoma canino se 

pueden presentar tres tipos de células: unas redondas o ligeramente ovales, con núcleos 

redondos, múltiples nucléolos, con escaso citoplasma de color azul pálido, con ocacionales 

vacuolas citoplasmáticas (Figura 4), otras células mas fusiformes de aspecto fibroblástico y 

por último, células gigantes multinucleadas con abundante citoplasma (Cowell et al., 2009; de 

Buen de Argüero y Guzman Becerril, 2014). En las lesiones en regresión, se observa un 

número variable de linfocitos pequeños, bien diferenciados, probablemente células T 

citotóxicas, que a veces suelen ser predominantes (Gonzalez et al., 2000; Raskin, 2010). 

Así también, puede ser dificultosa la diferenciación entre un linfosarcoma o linfoma 

maligno, un plasmocitoma y un TVT cuando la localización es extragenital (Kutzler, 2013). 

En los linfomas las células son redondas, con núcleos redondos, o indentados, con nucléolos 

prominentes con escaso citoplasma (Figura 5 y 6) y en los plasmocitomas, las células 

plasmáticas son redondas a ovales con núcleos predominantemente redondos, cromatina 

condensada, cantidad variable de citoplasma levemente basófilo, con un halo pálido 

perinuclear, con ocacionales vacuolas pequeñas y a diferencia del TVT, muestran escasa 

actividad mitótica (Cowell et al., 2009; Raskin, 2010; de Buen de Argüero y Guzman 

Becerril, 2014). El diagnóstico, por lo tanto, debería basarse además en criterios clínicos e 

histopatológicos (Cangul, 2001). 
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Figura 4. Células redondas correspondientes a un histiocitoma. Las células 

neoplásicas son redondas o ligeramente ovales, con núcleos redondos, 

nucléolos grandes ó múltiples, con escaso citoplasma de color azul pálido. 
Tinción de MGG. (1000x). 

Esta similitud de las células de TVT con otras células de tumores de células redondas 

hace que el diagnóstico diferencial sea de máxima utilidad para definir el modelo terapéutico 

y determinar las probabilidades de recurrencia del tumor. Las células de TVT son redondas, 

con núcleos redondos, grandes, cromatina gruesa, uno o dos nucléolos prominentes, 

citoplasma ligeramente basófílico con múltiples vacuolas. Sin embargo, existen algunos 

parámetros morfológicos, tales como pleomorfismo, anisocitosis, anisocariosis, criterios 

nucleares como agregados cromatínicos groseros, nucléolos grandes y múltiples (Gurel el al., 

2002; Park el al., 2006; Raskin y Meyer, 2010; Uléar el al., 2012; Ramirez el al., 2015) que 

permiten establecer el grado de malignidad de las neoplasias, a pesar de tener un fuerte 

componente subjetivo. Otros autores (Amaral et al., 2004 y 2012; Flórez el al., 2012), en 
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lugar de clasificar las células de TVT como típicas o atípicas prefieren caracterizarlas como 

células linfocitoides cuando son mas redondeadas, con un citoplasma finamente granular que 

contiene escasas vacuolas, con núcleos centrales, redondos de cromatina gruesa y con uno o 2 

nucléolos y células plasmocitoides cuando son células algo mas ovoides, con mayor cantidad 

de citoplasma, abundantes vacuolas claras y con un núcleo localizado excéntricamente, 

relacionando a estas últimas con procesos neoplásicos mas agresivos desde el punto de vista 

del comportamiento biológico del tumor. 

Figura 5. Células redondas correspondientes a un linfoma maligno. Las células 
son redondas, con núcleos redondos, o indentados, con nucléolos prominentes 
con escaso citoplasma. Tinción de MGG. (400x). 

Con el uso de técnicas de tinción inmunohistoquímicas en cortes histológicos, se 

puede comparar la expresión de distintos antígenos, a fin de lograr diferenciar TVT, linfoma e 
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histiocitoma. Entre el 56% y el 40% de las células de TVT expresan inmunoreactividad a alfa 

1 antitripsina, y lisozima respectivamente; mientras que ambas reacciones son negativas para 

las células de linfomas. La expresión de antígeno CD3, Inmunoglobulina G e 

Inmunoglobulina M, y cadena liviana lamda en células de TVT es negativa, lo que también 

permite diferenciar a este tumor de linfoma donde la inmunoreactividad es positiva a las 

diferentes determinaciones, en distintos grados. En el caso de los histiocitomas, reaccionan en 

forma similar a los mismos antígenos ya que las células de TVT muestran cierta 

compatibilidad con células histiocíticas (Mozos et al, 1996; Scott et al, 2002; Mukaratirwa et 

al, 2004). 

Figura 6. Células redondas correspondientes a un linfoma maligno. Se 

observan células redondas, con anisocitosis, anisocariosis, núcleos redondos, 
nuclélos prominentes, escaso citoplasma basófilo. Tinción de MGG. (1000x). 

Estudios citogenéticos pueden ayudar en el diagnostico definitivo de TVT debido a 

que estas células cancerígenas tienen diferencias cariotípicas muy significativas respecto a las 

células normales. Mientras que el número de cromosomas de una célula normal canina es de 
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78 y todos, excepto 2 son acrocéntricos (21), las células de TVT tienen, como se expresó 

anteriormente, 59 cromosomas (con un rango entre 57 y 64) de los cuales 15 ó 17 son 

metacéntricos y 42 a 40 son acrocéntricos (Fujinaga et al., 1989). 

Al examen por microscopía electrónica no se han encontrado partículas similares a 

virus ni hallazgos ultraestructurales distintivos en las células. En el citoplasma se ha 

observado un número variable de mitocondrias redondas u ovales con un número variable de 

crestas mitocondriales, agrupaciones de ribosomas y escasos cordones de retículo 

endoplásmico rugoso. Ocasionalmente se ha encontrado un aparato de Golgi en posición 

paranuclear, a menudo con centríolos asociados. En algunas observaciones fueron localizados 

unos pocos gránulos electrodensos ligados a membrana, vecinos al aparato de Golgi. La 

célula a menudo se ha observado rodeada de proyecciones citoplasmáticas o microvellos. 

(Murray et al., 1969; Santos etal., 2005). 

Las células cancerígenas se diferencian por su crecimiento incontrolable, capacidad de 

producir metástasis, pérdida de diferenciación celular y resistencia farmacológica. Las células 

que componen las neoplasias son clóriicas, es decir, descienden de una única célula 

progenitora y se caracterizan por portar anormalidades genéticas o epigenéticas. La 

información genética está en el núcleo de cada célula en forma de ADN, organizado en los 

cromosomas. La estructura exacta de estos cromosomas cambia a medida que la célula 

atraviesa los diferentes estados del ciclo celular. Por lo tanto, el rápido crecimiento y el 

crecimiento invasivo de los tumores, dependen de la capacidad de división que tengan sus 

células relacionadas íntimamente con el ciclo celular. 

El ciclo celular eucariótico se divide en cuatro fases: G1 donde las células crecen en 

tamaño, evalúan su estado metabólico y se preparan para la división; S, donde se produce la 

duplicación del genoma; G2, donde se chequea la finalización de la replicación del ADN y M, 

donde tienen lugar la mitosis y cito diéresis originando dos células, cada una de las cuales 

recibe una serie completa de cromosomas, las cuales pueden entrar inmediatamente en fase 

G1 o pueden detenerse (GO) temporal o permanentemente (Figura 7). 
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Figura 7. Fases del ciclo celular. Adaptado de Lodish, et al., (2008). 

Cada fase está bajo el control específico de complejos quinasas dependientes de 

ciclinas (CDK-ciclinas); la CDK4,6-Ciclina-D regula la progresión hacia G 1, la CDK2-

ciclina-E está comprometida en la transición de G1 a fase S, también conocido como el punto 

de restricción; la CDK2-ciclina y CDK1-ciclina-A actúan en la fase S y la CDK1-ciclina-B 

regula la mitosis (Maga y Hübscher, 2003; Lodish, et al., 2008). El paso de G1 a S está 

controlado por factores tales como tamaño de la célula, estado metabólico, disponibilidad de 

factor de crecimiento y daño en el ADN. El punto de restricción está regulado por un número 

de genes críticos, incluyendo p53 que juega un papel clave en el mantenimiento de la 

estabilidad genómica. Las células normales con el daño del ADN son arrestadas en fase G1 y 

entran en una muerte celular programada (apoptosis) bajo el control del gen p53. Este gen es 

el más comúnmente mutado en el cáncer humano, que no es sorprendente, ya que la pérdida 

de control de la estabilidad genómica es una característica central de los cánceres (Lyman et 

al., 2015). 
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El pronóstico de un tumor depende del tipo tumoral, del comportamiento biológico y 

del estadio de la enfermedad (Noda, 2008). Uno de los métodos comúnmente utilizados para 

establecer el comportamiento de malignidad de las neoplasias, es la graduación histológica y 

su combinación con el sistema clínico tumor, nódulos linfáticos y metástasis (TNM) (Cullen 

et al., 2002); pero se requiere de técnicas adicionales que midan parámetros biológicos que 

apoyen en la evaluación del tratamiento y en determinar la probabilidad de vida del paciente 

(López Muñiz et al., 2001). 

Los marcadores tumorales se utilizan en la caracterización de las neoplasias, en la 

clasificación de su malignidad y especialmente en el establecimiento de un pronóstico 

acertado. 

Entre estos marcadores de proliferación celular se encuentra el recuento de figuras 

mitóticas o índice mitótico que es un método morfológico tradicional que detecta solo la fase 

M del ciclo celular y que consiste en la enumeración de mitosis por cierto número de campos 

microscópicos de alto aumento, mitosis por milímetro cuadrado, o mitosis por determinado 

número de células tumorales. 

Entre otros marcadores están las regiones organizadoras nucleolares (NORs); dichas 

regiones corresponden a segmentos de ADN de cromosomas que codifican el ARN 

ribosómico para la síntesis de proteínas, las cuales se ubican en los cromosomas acrocéntricos 

13, 14, 15, 21 y 22 de las células eucarióticas humanas, (Derenzini, 2000; López Muñiz et al., 

2001; Yasdi y Taghavi, 2005). Asociado a estos NORs existen un conjunto de 

nucleoproteínas, compuestos de subunidades de ARN polimerasa I, una proteína designada 

C23 o nucleolina (fosfoproteína que interviene en la transcripción de las moléculas de ARNr), 

la proteína B23 o nucleofosmina (fosfoproteína involucrada en las fases finales de la 

organización de la partícula pre-ribosomal) y UBF (factor de de transcripción nucleolar) 

requerido para la expresión de los ARNs ribosomales 18S, 5.8S y 28S. Por lo tanto, el 

número de NORs está estrictamente relacionado a la actividad de transcripción del ARNr en 

células que estén en constante proliferación, especialmente durante la fase S-G2 del ciclo 

celular (Derenzini, 2000; Sirri et al., 2000; Copper, 2002). 
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Estas proteínas implicadas en la transcripción y procesamiento del ARNr, son 

argirófilas y por ello, las NORs se hacen evidentes a nivel de microscopía de campo claro en 

preparados cito-histológicos de rutina, a través de coloraciones argénticas, motivo por el cual 

son conocidas como AgNORs (regiones organizadoras nucleolares argirófilas) (Leyva Huerta 

et al., 2008). Las impregnaciones argénticas resultan en puntos de color marrón oscuro en el 

núcleo. 

El número y el área de los AgNORs representan parámetros que reflejan el grado de la 

actividad proliferativa de las células (Vargas Gonzalez, 2008) y durante décadas, han sido 

usadas en medicina humana en la diferenciación entre procesos reactivos y neoplásicos, 

observándose incrementados en neoplasias malignas (Rocher et al., 2000; Treré, 2000; Santos 

et al., 2005; Rodriguez et al., 2010). Santos et al., (2005 y 2011), hicieron además una 

diferenciación en cuanto a la forma en que estos puntos de AgNOR se distribuyen en la 

célula, clasificándolos en puntos distribuídos en forma aislada o difusa, que rellenan todo el 

nucléolo, agrupados en cordones, dispuestos alrededor del nucléolo como en satélites y 

agrupadas en collares (Figura 8). 

Todas estas características de los AgNORs, contribuyen en el pronóstico de las 

neoplasias y predicen la respuesta al tratamiento en varias neoplasias humanas (Egan y 

Crocker, 1992; Pich et al., 2000). Esto ha despertado un alto interés para el uso de esta 

técnica en medicina veterinaria, especialmente en aquellas neoplasias que pueden llegar a 

tener un comportamiento más o menos invasivo, como es el caso del TVT canino. 

Existen además, marcadores de proliferación celular basados en métodos inmuno-

histoquímicos que detectan antígenos nucleares de proliferación celular como el Antígeno 

Nuclear de Proliferación Celular (PCNA) y el anticuerpo monoclonal Ki-67. La 

inmunohistoquímica se basa en la unión de anticuerpos a un antígeno específico ubicado en 

una sección del tejido. 
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Figura 8. Esquema de distribución de los puntos de AgNOR en el núcleo y 
nucléolo de las células tumorales. Adaptado de Santos et al., (2005). 

El PCNA es una proteína no histona (Figura 9) de 36 kDa y de 261 aminoácidos con 

alto contenido de ácido glutámico y aspartato. 

Está localizado en el núcleo e inicialmente se lo relacionó con proteínas 

comprometidas en la replicación del ADN, favoreciendo la síntesis de ADN, ya que es un 

cofactor de la ADN polimerasa delta (Hall y Levison, 1990 ; Lühr et al., 1997) y está 

involucrado en el replisoma de la célula ya que se requiere para la síntesis coordinada de las 

cadenas conducida y conductora en la horquilla de replicación durante la replicación del 

ADN; también interactúa en distintos caminos metabólicos involucrados en la reparación del 

ADN. Además, estudios bioquímicos demuestran que el PCNA interactúa con las quinasas 
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dependientes de ciclinas (CDK-ciclinas) en la fase S del ciclo celular siendo un transductor y 

un disparador de seriales positivas y negativas. El PCNA forma complejos con todas estas 

CDK-ciclinas. Además hay mecanismos específicos de control que se activan para detener la 

progresión del ciclo celular en caso de problemas, donde el PCNA forma complejos con 

proteínas que inhiben la replicación del ADN, uniéndose a la región C-terminal de p21 

generando seriales negativas (Maga y Hübscher, 2003), (Figura 10), teniendo en cuenta que 

tanto la pérdida de expresión de p21 como la sobreexpresión han sido asociados con una 

menor supervivencia en cáncer de mama humano (Abukhdeir y Park, 2008) y la falta de 

sobreexpresión de p21 está asociada con la progresión maligna de tumores (Klopfleisch y 

Gruber, 2009). Es decir que el PCNA juega un rol fundamental en la replicación del ADN, en 

los mecanismos de reparación del ADN pero también en la detención de la progresión del 

ciclo celular. 

Figura 9. Estructura de la proteína PCNA. Adaptada de Gulbis et al., (1996). 
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Mitosis 

Figura 10. Interacción entre PCNA y los caminos de regulación del ciclo 
celular. Las señales positivas están indicadas por flechas y las negativas por 
barras T. (Tomado de Maga y Hübscher, 2003) 

Es por ello que el PCNA aparece en el núcleo en el final de la fase G1 (síntesis baja de 

PCNA), alcanzando su máxima expresión en la fase S (síntesis alta de PCNA) y declina en la 

fase G2M, para retornar a valores basales durante el período final de la fase S (Vicente et al., 

1998). La principal desventaja de este marcador es el tiempo de vida útil prolongado de la 

proteína después de la salida de la célula del ciclo celular. (Linden et al., 1992, Grifey et al., 

1999; Alves etal., 1999; Gupta y Sood, 2012). La expresión del PCNA se correlaciona con la 

actividad de proliferación de varios tipos celulares malignos y no malignos, como puede ser 

por ejemplo el desarrollo placentario (Unek etal., 2011). 

El antígeno Ki-67 (Figura 11), es una proteína nuclear y nucleolar, también conocida 

como MKi67 que está asociada y es necesaria para la proliferación celular y está codificada 

por un gen en el cromosoma 10. Además, está asociada con la transcripción del ARN 

ribosomal. Han sido identificadas dos isoformas de 345 y 395 kDa. 
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Figura 11: Estructura de la proteína MKi67. Adaptada de Li et al., (2004). 

Su expresión se inicia en la mitad de la fase Gl, aumenta en la fase S y G2, teniendo 

su máxima expresión en la fase M ya que en mitosis, la mayoría de la proteína es relocalizada 

en la superficie de los cromosomas, luego, se degrada rápidamente pues tiene una vida media 

de 60-90 minutos, de modo que no tiene expresión en la fase de reposo del ciclo celular (Go). 

Ki-67 es uno de los tantos factores que contribuyen a la acumulación de PP 1 y (Fosfoproteína 

fosfatasa 1) en la cromatina durante el final de la mitosis, que está comprometida en la 

fosforegulación de la proteína nucleolar B23 o nucleofosmina (Booth et al., 2014). 

Booth et al., 2014 revelaron que cuando Ki-67 no está presente en la célula, los 

cromosomas no tienen una membrana pericromosomal o solo presentan remanentes de ella. 

Cuando los cromosomas entran en mitosis sin una membrana pericromosomal no se producen 

cambios ni en la forma ni el comportamiento de los cromosomas, sin embargo, el nuevo 

núcleo es mas pequeño que lo normal y su contenido es diferente. Esto causa problemas en la 

habilidad de las células hijas para sintetizar los bloques de construcción de las proteínas y 
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lleva a un incremento de muertes celulares espontáneas cuando la célula hija trata de realizar 

una próxima mitosis. Ki-67 es requerido además para la normal segregación de la nucleolina 

(proteína C23), y para la reactivación de las NORs después de la salida de la mitosis. 

Durante la interfase, el antígeno Ki-67 puede ser detectado en el nucléolo, durante la 

profase en el nucleoplasma, en la metafase asociado a cromosomas individuales, y en la 

telofase estaría distribuído por todo el núcleo con un patrón puntiforme (Linden et al., 1992). 

El hecho de que esta proteína se exprese durante la fase activa del ciclo celular y esté 

ausente en las células en reposo proporciona de este modo una medida directa de la fracción 

de crecimiento del tejido (Scholzen y Gerdes, 2000; Greatti et al., 2004; Ruiz et al., 2005; 

Bassani Silva, 2008). 

El uso de estos marcadores está muy difundido en medicina humana, en tanto en 

medicina veterinaria su utilización ha sido escasa, siendo más aplicado en los cánceres de 

mama (Bostock et al., 1992; Bratulic et al., 1996; Vicente, et al., 1998; Palomo Gonzalez et 

al., 2002; Giraldo et al., 2003; Perez e Itoiz, 2004; Rosciani et al., 2005; Leyva Huerta et al., 

2008). 

1.6-Inmunidad 

La mayoría de las neoplasias expresan antígenos que inducen en el organismo una 

respuesta inmune de tipo celular y humoral, ya sea antígenos tumor específico (ATE), 

presentes solo en células neoplásicas, o antígenos asociados a tumor (AAT), que se 

encuentran tanto en células tumorales como también en células normales. Los individuos 

inmunocompetentes cuentan con un sistema de vigilancia capaz de reconocer a dichos 

antígenos y destruir en forma sistemática células neoplásicas. (Taussing, 1989). 

Los TVT implantados experimentalmente presentan tres estadios de crecimiento: 

progresivo (que dura aproximadamente 4 a 6 meses), estable (de corta duración) y regresivo 

(Hill et al., 1984; Joseph, 1993; Das, 2000; Alcoba, 2001; Ferreira, 2003; Liao et al., 2003). 
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En la fase de crecimiento del tumor los caninos muestran seriales de una supresión de la 

respuesta inmune (Hess et al.; 1975). La regresión espontánea en parte, estaría relacionada a 

la aparición de anticuerpos específicos contra células del TVT (IgG) en la fase regresiva del 

tumor, que se incrementan a partir de los 40 días de la implantación (Cohen, 1985; Das y Das, 

2000, Santos et al., 2005) y a que los linfocitos periféricos de caninos con TVT en fase de 

regresión presentan citotoxicidad para las células neoplásicas (Santos et al., 2005), en tanto 

que los linfocitos de caninos normales o en los que el TVT esté en fase progresiva, no 

presentan esas características (Yang et al., 1987). La regresión completa del tumor está 

asociada al desarrollo de resistencia a futuras implantaciones del TVT (Cohen, 1985). Liao et 

al., (2003) demostraron que la inoculación de células de TVT reducen proporcionalmente los 

linfocitos B entre los linfocitos de sangre periférica que regresan a lo normal luego de la 

completa remoción del tumor debido a que las células de TVT secretan una o más proteínas 

citotoxicas, de 30-100 kDa que específicamente inducen la apoptosis de linfocitos B y la 

secreción de estas sustancias podría explicar en parte como el TVT afecta la inmunidad 

humoral en la fase progresiva del tumor, además, los oncocitos se tornan capaces de escapar 

de la vigilancia inmunológica. 

Se ha observado además que la expresión de los complejos de histocompatibilidad 

mayor (MHC) clase I y II en las células neoplásicas posterior a la inoculación experimental 

de céulas de TVT es baja durante la fase inicial de progresión del tumor y que aumentan 

considerablemente luego de 12 semanas post inoculación y continúan aumentando en la fase 

de regresión tumoral y que los linfocitos que infiltran el tumor (TIL) están fuertemente 

relacionados con la mayor expresión de MHC I y II por los oncocitos a través de la síntesis de 

una sustancia soluble, sensible al calor producida por ellos y que sería el disparador de la 

sobre expresión de MHC a las 12 semanas post inoculación lo que lleva al tumor a entrar en 

fase de regresión (Hsiao et al., 2002). 

La regresión tumoral está asociada a edema, inflamación, necrosis, apoptosis y a la 

presencia de un infiltrado linfoplasmocitario (Cohen, 1973; Cockrill y Beasley, 1975; Nielsen 

y Kennedy 1990; Das y Das, 2000; Santos et al.; 2001; Santos etal., 2005). El número y tipo 

de células inflamatorias en los tumores en crecimiento y en regresión, también varían, siendo 
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mayor en los tumores en fase de regresión, (Santos et al., 2005). Además, se cree que las 

citoquinas que se expresan en el microambiente del tumor son importantes mediadores tanto 

de la respuesta inmune como de la supervivencia del tumor. 

El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-P1), es una proteína perteneciente 

a la superfamilia de factores de crecimiento de las citoquinas. Es una proteína de secreción 

que lleva a cabo diversas funciones en la célula, como el control del crecimiento celular, 

proliferación celular, procesos de diferenciación y apoptosis y es frecuentemente secretada 

por células tumorales. Inhibe la proliferación de células By T y la actividad citolítica de las 

céluklas NK, permitiendo al tumor escapar de la respuesta inmune. Hsiao et al., (2004) 

demostraron que las células de TVT expresan TGF-mRNA y proteínas y que el TGF está 

presente tanto en fases progresivas como regresivas del tumor y produce una inhibición de las 

células "killer" activadas por citoquinas (LAK) o células NK activadas por IL2 y suprime la 

actividad citolítica de los TIL. Estos investigadores también demostraron que en las 

suspensiones de TIL está presente la IL6 y que es más elevada en la etapa de regresión 

tumoral. La IL6 es una citoquina producida por una gran variedad de células y actúa tanto 

inhibiendo el crecimiento, induciendo el crecimiento o induciendo la diferenciación, según el 

tejido. La IL6 también antagoniza el efecto inmunosupresor de TGF-1 y demostraron que la 

IL6 producida por los TIL en la fase regresiva del tumor, restablece la actividad asesina de las 

células LAK, independientemente de los valores de TGF-1. 

La regresión espontánea no está documentada en tumores que ocurren naturalmente 

(Cohen, 1978; Brown et al., 1980; Das y Das, 2000; Scott et al., 2002) y es debido a que las 

células T, B y plasmáticas participan en una respuesta inmune contra las células tumorales, 

siendo las células T citotóxicas las que desempeñarían el rol principal en una respuesta 

inmunitaria eficaz (Scott et al., 2002; Mukaratirwa et al., 2004). Según Adams y Slaughter, 

(1970), la falla del huésped en producir una suficiente cantidad de anticuerpos, lo 

predispondría al desarrollo de metástasis. Se ha demostrado además que los cachorros 

implantados experimentalmente con células de TVT que provienen de madres que tengan 

anticuerpos contra el tumor, tienen un período de latencia mayor para el desarrollo de la 

neoplasia, la cual es mas pequeña y regresa mas rápidamente (Moulton, 1990). 
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Se cree que el mecanismo por el cual se bloquea la inmunidad del huésped, 

permitiendo la implantación de las células neoplásicas es la pérdida de expresión de los 

antígenos de histocompatibilidad mayor, Clase I y Clase II (Yang et al., 1987) y en ello está 

implicada una proteína, la beta 2 microglobulina. que no se expresaría en las células de TVT 

y que sería necesaria para la expresión de los MHC (Cohen et al., 1984; Gazapoa et al., 1996) 

1.7-Tratamiento 

En el manejo terapéutico del TVT se han probado diferentes tratamientos como la 

cirugía, radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia. 

La sola escición quirúrgica, es practicada por algunos autores (Kisani y Adamu, 

2009), aunque resulta en una alta tasa de recurrencia, que varía según los autores entre un 

18% y 68% (Amber y Henderson, 1982; Weir et al., 1987), influenciado por la localización y 

la extension de la neoplasia. La contaminación del campo quirúrgico con células de TVT es 

también una causa de recurrencia (Boscos y Ververidis, 2004). 

La radioterapia es un tratamiento efectivo si se tiene todo el equipamiento necesario y 

si la ubicación del tumor permite una correcta exposición a los rayos y es particularmente útil 

en los casos de resistencia a la quimioterapia (Rogers et al., 1998; Cangul, 2001). 

Como inmunoterapia se han probado transfusiones de sangre entera o suero de 

animales recuperados, homogeneizados del tumor, a modo de autovacunas, inoculaciones con 

toxinas bacterianas, o con suspensiones bacterianas muertas de Chromobacterium 

prodigiosum solo o combinado con otros microrganismos; aplicaciones locales del bacilo de 

Calmette-Guérin's (BCG), aplicaciones de interleukina-2, pero todos ellos con resultados 

variables (Das y Das, 2000). 

Los agentes antimitóticos como la ciclofosfamida, metotrexato, vincristina, 

vinblastina, doxorrubicina, son los agentes quimioterápicos preferidos para el tratamiento del 

tumor (Das y Das, 2000) demostrando ser el tratamiento más efectivo, lográndose remisiones 
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de hasta el 100% (Amber et al., 1990) y la droga más utilizada es la vincristina en forma de 

sulfato de vincristina (Calvet et al., 1993; Nak et al., 2005). Esta droga es la sal del alcaloide 

extraído de las hojas de la planta Catharanthus roseus conocida también como Vinca rosa, 

oriunda de Madagascar (Figura 12), (Purohit, 2009). 

Figura 12. Planta de Catharanthus roseus. Adaptada de Sain y Sharma, (2013). 

Los alcaloides son los componentes químicos más potentes de la planta y tanto la 

vincristina como la vinblastina tienen efectos de inhibición del crecimiento sobre algunos 

tumores (Sain y Sharma, 2013). 
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La fórmula empírica del sulfato de vincristina es C46H56N4010H2SO4 y su peso 

molecular es 923,1 (Gidding et al., 1999), (Figura 13). 

OH 

COOCH3

Vincristine CHO 

0130 N OCOCH3

COOCH3

Figura 13: Fórmula estructural de la vincristina. Adaptada de: Gidding etal., 
(1999). 

El mecanismo de acción de la vincristina es unirse a los dímeros de tubulina, de este 

modo, interfiere con la dinámica microtubular necesaria en la formación del huso mitótico, 

con lo cual, detiene la división celular en la etapa de metafase (George et al., 1965; Lu et al., 

1983; Coppoc, 2009). Además de la formación de husos mitóticos, los microtúbulos 

participan en muchas otras funciones, algunos tipos de movimientos celulares, la fagocitosis y 

otros, lo que explica algunos de los otros efectos de la vinca. Es además inmunosupresora, 

aunque menos que otros agentes. Se usan en el tratamiento de trombocitopenia 

inmunomediada, porque además produce trombocitosis. Se unen a las proteínas plasmáticas, 

se concentran en las plaquetas y en menor proporción en los leucocitos y los eritrocitos 

(Flores, 2000). En cultivo, la vincristina induce apoptosis y en modelos animales interfiere 

selectivamente con el flujo sanguíneo tumoral, resultando en necrosis (Takano et al., 1993; 

Rowinsky y Donehower, 1996; Gidding etal., 1999). 
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Para una máxima eficacia terapéutica la droga debe usarse en una dosis que cause 

mínima toxicidad con una máxima efectividad. El margen de seguridad de las drogas en 

general es muy estrecho; la dosis de máxima efectividad esta muy próxima a la tóxica letal. 

Las dosis de los citotóxicos se calculan en base a la superficie corporal, porque la irrigación a 

los órganos, base de la activación, metabolismo, desintoxicación y excresión, como son 

hígado y riñón, está más relacionada con la superficie corporal que con el peso, los animales 

de pequeño peso tienen una superficie corporal mayor a los de talla grande. La dosis 

calculada en base a superficie corporal (mg/m2) es mayor para un animal pequeño con 

relación a uno grande. La dosis óptima es la que permite una adecuada eliminación de las 

células neoplasicas, teniendo una acción no deteriorante sobre las células orgánicas normales 

susceptibles. El tiempo entre una y otra dosis es crítico, pues debe ser suficiente para permitir 

la recuperación de células normales del individuo, pero no la de células tumorales que no 

fueron afectadas por el tratamiento anterior, para evitar que puedan desarrollar resistencia a la 

droga. La administración de una sola dosis produce su efecto terapéutico esperado, pero si no 

se continúa con el siguiente ciclo se produce una rápida recuperación del volumen tumoral, 

incluso mayor que el inicial (Flores, 2000). El tratamiento probado de máxima eficacia, 

consiste en una aplicación semanal de sulfato de vincristina a la dosis de 0,5- 1 mg,/m2 de 

superficie corporal (0,025 a 0,03 mg/kg), (Flores, 2000; Boscos y Ververidis, 2004; Varela et 

al., 2013). La vía de administración es endovenosa, siendo de suma importancia que la aguja 

o el catéter estén bien posicionados antes de administrar la droga, ya que la vincristina 

produce necrosis de los tejidos periféricos y es muy irritante localmente (Boyiadziz et al., 

2014). Tiene un patrón de depuración plasmático multifásico, con una vida media terminal de 

24 hs. y es metabolizada en el hígado, sin derivados biológicamente activos, se excreta en la 

bilis; debe ser usada con precaución y en dosis reducida en pacientes con disfunción hepática 

(Flores, 2000). La involución del tumor post tratamiento es gradual aunque es particularmente 

notorio al comienzo del mismo (Purohit, 2009). 

El tiempo del tratamiento hasta la remisión completa del tumor varía ampliamente ya 

que puede llevar entre 2 a 8 administraciones (Calvet, 1993; Nak et al., 2005; Ramirez Perez 

et al., 2011; Hantrakul et al., 2014) y ocurre en más del 90% de los casos tratados. Una cura 

del 100% de los casos se produce si el tratamiento se realiza en los estadíos iniciales, 
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especialmente en los casos que tengan menos de un año de duración e independientemente 

que tengan o no metastasis (Daleck et al., 1987; Boscos y Ververidis, 2004). 

Como efectos adversos del tratamiento pueden observarse tempranamente anemias 

transitorias y leucopenias, resultado del efecto mielosupresor, anorexia y deshidratación, 

signos que desaparecen completamente luego de la regresión del tumor (Tella et al., 2004; 

Arce Visales, 2012). Además de la mielosupresión pueden aparecer efectos gastrointestinales 

como vómitos entre el 5 al 7% de los pacientes. También se ha descripto paresia como 

consecuencia de una neuropatía periférica (Calvet, 1993; Withrow y Mac Ewen, 1996; Flores, 

2000). Si la leucopenia cae por debajo de los 4,000/111 de sangre, la siguiente administración 

de la vincristina debería demorarse unos 3 o 4 días y la dosis se podría reducir a un 25% de la 

inicial (Calvet et al., 1983). 

El animal tratado, que no presente signos de recidiva en el período de un año, se lo 

considera clínicamente sano y puede ser usado como reproductor si el propietario así lo 

requiere (Alvarez Espinoza, 2010). 

Se han reportado casos de pacientes con TVT que no responden al tratamiento con 

vincristina. La expresión de una glicoproteína (P-glycoproteina), podría estar involucrada en 

la resistencia a la quimioterapia (Gaspar et al., 2010). 

Debe considerarse una resistencia a la terapia, si luego de 6 ciclos semanales de 

administración de la droga, se mantiene el tumor residual (Said et al., 2009; Sudjaidee et al., 

2012). Los casos de resistencia, pueden ser tratados con doxorubicina (30 mg/m2, EV) cada 

21 días, repitiendo 2 ó 3 ciclos (Richardson, 1981; Lorimier y Fan, 2007; Purohit, 2009). Se 

han descripto casos de resistencia a la vincristina, vinblastina y doxorubicina y que han 

respondido satisfactoriamente a la reserción quirúrgica mas la administración de L-

asparaginasa y prednisona (Da Silva et al. 2014). Sería importante contar con herramientas 

que tempranamente permitan evaluar la respuesta del tejido neoplásico a la quimioterapia. 
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2-HIPÓTESIS 

En medicina veterinaria se hace necesario disponer de herramientas diagnósticas y 

pronósticas confiables. El contar con una herramienta cuantitativa que soporte las 

observaciones subjetivas que aporta el diagnóstico citomorfológico, podría contribuir a 

establecer de manera confiable el pronóstico del paciente con TVT, así como también definir 

el modelo terapéutico. Por esto es necesaria la búsqueda de técnicas diagnósticas seguras que 

permitan establecer pronósticos más precisos y confiables. 

3-OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Evaluar el uso de marcadores twnorales como indicadores de malignidad y del manejo 

terapéutico con sulfato de vincristina en el Tumor Venéreo Transmisible canino. 

Objetivos específicos: 

2.1-Evaluar el comportamiento biológico del Tumor Venéreo Transmisible y su relación con 

factores clínico-patológicos y hematológicos en caninos de la ciudad de Río Cuarto, Córdoba, 

Argentina. 

2.2-Determinar la importancia de la citología diagnóstica en la detección y predicción de 

malignidad del TVT. 

2.3-Determinar el valor pronóstico de factores relacionados con la manifestación del TVT a 

través de la evaluación de regiones organizadoras nucleolares argirófilas (AgNOR), de 

marcadores de proliferación celular Ki-67 y PCNA, mediante tinciones y técnicas 

inmunohistoquímicas, respectivamente. 
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2.4-Evaluar por microscopía óptica de alta resolución (MOAR) la estructura celular y por 

microscopía electrónica la ultraestructura celular en muestras de distintos estadios de 

progresión tumoral. 

2.5-Evaluar las tinciones y técnicas inmunohistoquímicas durante la remisión tumoral de 

TVT, inducida con el tratamiento con sulfato de vincristina endovenosa. 
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4-MATERIALES Y METODOS 

A. Animales 

Se realizó un estudio observacional con 20 pacientes caninos a los que se les 

diagnosticó TVT de presentación espontánea, que ingresaron al Hospital de Clínica Animal 

de la Facultad de Agronomía y Veterinaria de la Universidad Nacional de Río Cuarto 

(UNRC) y/o a consultorios externos privados de la ciudad de Río Cuarto. Para evaluar el 

comportamiento biológico del TVT, se hizo un análisis retrospectivo de 90 casos de TVT. 

En todo momento se respetaron las normas éticas de manejo de los animales de 

acuerdo con la resolución 253/10 del Consejo Superior de la UNRC y según consta en el 

expediente 11/11 del Comité de Etica de la Investigación (CoEdI). Se trabajó sin interferir 

con el tratamiento terapéutico ni con sus posibilidades de recuperación y se evitó 

permanentemente el sufrimiento del animal. 

B. Obtención y análisis de las muestras 

Las muestras fueron tomadas y analizadas bajo estrictas normas de seguridad, 

siguiendo los lineamientos obtenidos del Manual de Hábitos y Procedimientos de Trabajo 

seguro en el Laboratorio (Maffrand et al., 2012). 

B.1 Muestra y estado del paciente: El paciente que presentó tumoraciones visibles o 

signos compatibles con TVT, como agrandamiento o deformación prepucial, vulvo-vaginal 

y/o sangrado, fué evaluado clínica y citológicamente. Confirmada la presencia de células de 

TVT en los extendidos citológicos, se completó una ficha donde se registraron todos los 

factores intrínsecos y extrínsecos relacionados a la carcinogénesis y epidemiología del TVT 
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como: raza, edad, sexo, estado general, hábitat en que se encontraba (ámbito hogareño o 

callejero), localización y tiempo de aparición de la masa tumoral 

B.2 Muestras de sangre: A 20 pacientes ingresados en un período determinado, se les 

tomo una muestra de sangre al momento de la consulta y antes de cada quimioterapia. Se 

realizó venipunción en la vena cefálica antebraquial, se obtuvieron 4 ml de sangre. La mitad 

de la muestra se colocó en un tubo con anticoagulante EDTA al I% para realizar hemograma 

y el resto de la sangre se colocó en un tubo sin anticoagulante para la obtención de suero. El 

suero fue separado inmediatamente y se conservó a temperatura de -20 °C y se usó para la 

determinación bioquímica de alanina transferasa (ALT), urea, creatinina, proteínas totales, 

albúmina y perfil electroforético. 

B.2.1 Hemogramas: las muestras se procesaron inmediatamente a la extracción, 

mediante un contador hematológico veterinario. automático (Auto Hematology Analyzer, 

BC-2800 (Mindray Bio-Medical Electronics Co., China). 

B.2.2 Determinaciones bioquimicas: Las determinaciones se realizaron por métodos 

colorimétricos y enzimáticos de uso comercial (Wiener Lab0), para la GPT (ALT) se usó el 

método UV optimizado (IFCC), la urea y creatinina se dosaron por métodos cinéticos AA, 

UV, línea líquida; la proteína total y la albúmina por método colorimétrico AA. Se usó para 

la lectura de densidades ópticas un analizador automático para química clínica, compuesto 

por un sistema con computador PC/IBM, impresor de 80 columnas, bandeja refrigerada de 

carga múltiple, bandeja de reacción, brazo de toma de muestra, dilutor, fotómetro, sistema 

de limpieza, sensores de nivel, lector de código de barra y lavador automático de cubetas, 

(Wiener Lab CM 250, Argentina). 
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B.2.3 Electroforesis de proteínas: se conservaron los sueros a temperatura de -20 °C. 

Se realizaron las corridas electroforéticas sobre tiras de acetato de celulosa de 5,7 por 14 cm. 

(Cellogel), las que se conservaron en una solución de metanol al 35 - 40 %. Al momento de 

su uso, se sumergió el Cellogel en una solución tamponada de veronal sódico 0,04 M 

(dietilbarbiturato sódico 8,24 gr/lt), pH 8-9, durante 15 minutos como mínimo. Se secó 

ligeramente cada tira entre dos hojas de papel de filtro para eliminar el exceso de solución 

tamponada. Se extendieron las tiras sobre el puente de la cámara electroforética en un equipo 

combinado para electroforesis (Elomed, Argentina). La superficie penetrable se dirigió hacia 

arriba. La tira se colocó bien tensa y plana de manera que las puntas de las mismas 

contactaran con la solución tamponada, en un sobrepuente de 8,5 cm y se las sometió a un 

voltaje de 200 V. Se realizó una microaplicación de 0,5 05 mm a 3 cm del borde catódico 

durante 20 minutos (longitud de la migración 25 mm). Finalizado el tiempo, se cortó la 

corriente y las tiras se colocaron con la fase absorbente contra el colorante de Amido 

Schwartz (0,5 gr de colorante en 45 ml de metanol + 45 ml de agua destilada + 10 ml de 

ácido acético). Se sumergieron y agitaron durante 5 minutos. Luego se decoloraron con 3 a 4 

barios de solución decolorante (metanol: 475 ml + agua destilada: 475 ml + de ácido acético: 

50 ml) hasta la obtención de un fondo perfectamente blanco. La cuantificación de las 

proteínas se realizó por elución de cada fracción (albúmina, al, a2, 131, 132 y gama globulina) 

en 3 ml de acetona cada uno (Figura 14). Se realizó la lectura a 620 nm en espectrofotómetro 

de rango ultravioleta visible, programable, con microcelda de succión programable, con 

sistema de calentamiento y enfriamiento de la celda para operar en rangos de 20 a 40 °C 

(Wienerlab, Metro lab 1600 DR, Argentina). 

B.3 Estadificación del tumor: se realizó de acuerdo al sistema de calificación TNM, 

descripto por la UICC (Hermanek et al., 1997), definiendo del tumor: la localización, tamaño, 

aspecto, consistencia; del nódulo linfático: la descripción, tamaño, consistencia y de la 

metástasis: los órganos afectados, para ello, se realizó ecografía abdominal con un ecógrafo 

con transductores lineales y microconvex de 5 a 10 MHz. (SonoScape A6, China). 
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Figura 14. Elución de las distintas fracciones de proteínas a partir de la tira de 
acetato de celulosa, en tubos con 3 ml de ácido acético. 

B.4 Obtención de muestras de tumor: 

B.4.1 Obtención de muestras citológicas del tumor: se procedió a tomar muestras 

por PAAF usando agujas finas 25:8 045:8 según el tamaño de la tumoración y jeringa de 10 

cc.; se higienizó la zona de punción con algodón embebido en povidona yodada; se estabilizó 

la masa tumoral con una mano y con la otra se introdujo la aguja acoplada a la jeringa y se 

aspiró con firmeza de varios sitios del tumor haciendo tracción con el émbolo (Figura 15), se 

interrumpió la presión negativa y se retiró la aguja (Tyler et al., 1999; Meinkoth et al., 2009). 

Para las tumoraciones internas se procedió con la misma metodología pero guiada por 

ecografia (Figura 16). 

El material obtenido se depositó en portaobjetos (Figura 17) y se extendió con un 

vidrio extensor, realizándose al menos tres extendidos delgados. 
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Figura 15. PAAF de una masa tumoral localiza en piel y subcutáneo, mostrando el 
momento en que se realiza la succión con jeringa.. 

Figura 16. PAAF de una masa tumoral localizada en cavidad abdominal, guiada por 
ecografía. Gentileza de Dra. Gonzalez Griselda 
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Los tumores que se presentaban ulcerados, expuestos, o en fondo de vagina y prepucio 

fueron muestreados con hisopos (Figura 18 y 19). Una vez embebido el hisopo con la muestra 

del tejido, se lo hizo rotar sobre un portaojetos, haciendo una leve presión sobre el vidrio, 

evitando un deslizamiento brusco para no provocar citolisis (Figura 20). 

Los portaobjetos fueron secados al aire y fijados en alcohol 96°. Sobre uno de ellos se 

procedió a realizar la tinción de May Grünwald-Giemsa y los restantes se conservaron para 

realizar la tinción argénica para la determinación de AgNOR según Howell and Black (1980). 

Figura 17. Depósito de la muestra obtenida por PAAF, en un extremo del 
portaobjeto. 

39 



Figura 18. Toma de muestra con hisopo en una hembra, de una masa tumoral 

que protruye a través del vestíbulo vaginal. 

Figura 19. Toma de muestra con hisopo en un macho, de una masa tumoral 
localizada en mucosa del glande. 
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Figura 20. Rotación del hisopo sobre el portaobjeto de una muestra de tumor 
obtenida por hisopado. 

B.4.1.1 Tinción de May Grünwald-Giemsa: el portaobjeto con la muestra citológica 

del tumor se cubrió con 3 a 10 gotas de colorante May Grünwald, dejandolo actuar 3 minutos, 

se agregó una cantidad igual de buffer pH 6.6 - 6.8 durante 1 minuto. Se escurrio y agregó 

solución de Giemsa en solución tamponada pH 6.6 - 6.8 (dos gotas de Giemsa por cada 1 ml 

de solución tamponada) dejándolo 15 minutos. Se lavó con agua de grifo. Se procedió a la 

observación microscópica con objetivo de 40x y 100x. con un microscopio Axiophot (Carl 

Zeiss, Alemania). La adquisición de imágenes se realizó a través de la cámara digital 

Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japón), adosada al microscopio. 

B.4.1.2 Determinación de AgNOR: para la determinación de Regiones 

Organizadoras de Nucléolos de cada una de las muestras citológicas de tumor, se usó el 
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protocolo de tinción descripto por Howell_y Black (1980): se colocó 1 parte de solución 

acuosa de gelatina al 2% (con ácido fórmico al 1%) y dos partes de solución acuosa de 

Nitrato de Plata al 50%, sobre el portaobjetos que contenía la muestra citológica fijada, se 

mezcló y cubrió con un cubreobjetos. Se incubó en estufa a 60 °C durante 3 a 6 minutos hasta 

que la lámina adquiriera una coloración marrón dorada. Luego se retiró de la estufa y se lavó 

el cubreobjetos con agua destilada. 

B.4.2 Biopsias insicionales: se tomaron dos muestras de biopsia por insición en 20 

caninos (Figura 21). 

Figura 21. Biopsia insicional de un TVT localizado en el glande. 

B.4.2.1 Biopsia 1: se tomaron muestras de cada primer biopsia correspondientes a 

porciones de tejido tumoral de 5 mm3 aproximadamente y se fijaron con formol salino 

tamponado (Figura 22). Posteriormente, se deshidrataron con una batería de alcoholes de 

graduación creciente, para ser incluidos en parafina. Se realizaron cortes histológicos de 
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aproximadamente 4 pm; parte de los mismos se usaron para la tinción de hematoxilina-eosina 

y en los cortes restantes se realizó la tinción argéntica y las técnicas inmunohistoquímicas 

para la detección de Ki-67 y PCNA. 

B.4.2.1.1 Análisis histopatológico: las muestras de tejido tumoral fijadas en formol 

tamponado se deshidrataron, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes histológicos de ± 

4-5 pm. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados. Luego se colorearon con la 

solución de trabajo de hematoxilina de Harris durante 2-3 minutos y se lavaron por 5 minutos 

con agua corriente. Posteriormente, se tiñeron con la solución de trabajo de eosina, 2-3 

minutos y se lavaron nuevamente, 5 minutos con agua corriente (Clark, 1981). Los cortes 

fueron deshidratados y montados en Entellán (Merk,0). La observación se realizó a través de 

un microscopio óptico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania), adquiriendo las imágenes mediante 

una cámara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japón) adosada al 

microscopio. 

Figura 22. Cortes de tejido de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm conservados en 
formol tamponado. 
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B.4.2.1.2 Indice mitótico (IM): se calculó determinando la cantidad de mitosis 

observadas a un aumento de 1000x, sobre un total de 1000 células tumorales y al menos 10 

campos micróscópicos tomados aleatoriamente al azar, expresado en porcentaje. 

IM= n° mitosis x 100 células /1000 células 

B.4.2.1.3 Determinación de AgNOR: Se usó la técnica de Plotón et al., (1994), a la 

que se le hicieron algunas modificaciones en cuanto a tiempo y temperatura debido a la 

dificultad observada en la calidad de los extendidos. Los cortes histológicos obtenidos según 

el párrafo B.4.2.1 se desparafinaron en xilol y luego se pasaron por alcohol etílico 1000. Se 

colorearon con una solución al 2 % de gelatina y 1 % de ácido fórmico en agua deionizada 

tibia, mezclando en una proporción 1:2 con Nitrato de Plata al 50 %. Los cortes se incubaron 

en cámara húmeda, 20 mm n a 60 °C, protegidos de la luz. Luego se lavaron con agua 

deionizada y se colocaron en una solución de Tiosulfato al 5 % durante 5 minutos. 

Posteriormente se enjuagaron con agua y se realizó una coloración de contraste con rojo 

congo al 1% durante 10 mm , se enjuagaron con agua deionizada, se deshidrataron, aclararon 

y se montaron con bálsamo Entellán (Merk®). 

Se localizaron las áreas de la muestra donde predominaran las células de TVT y se 

contaron los puntos marrones y su distribución sobre un total de 200 células neoplásicas. 

B.4.2.1.4 Técnicas de Inmunohistoquímica: para la realización de estas técnicas se 

utilizaron cortes histológicos de tumores, obtenidos según el párrafo B.4.2.1. Los tejidos 

fueron primeramente desparafmados mediante 2 pasajes por xilol de 15 mm n cada uno. 

Posteriormente, se rehidrataron con batería de alcoholes de graduación decreciente de 5 mmn 

cada uno, luego se lavaron 2 veces en agua destilada (10 mm n cada uno) y 2 veces en pH 7,2 

(10 mm n cada uno). Luego se aplicó el protocolo que se detalla a continuación para cada 

molécula en particular. 
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B.4.2.1.4.1 Inmunohistoquímica para PCNA: se desparafinaron y rehidrataron 

cortes histológicos obtenidos según ítem B.4.2.1.4. Posteriormente, se agregó peróxido de 

hidrógeno 3% en PBS por 20 minutos y se lavó nuevamente con PBS. Los anticuerpos 

inespecíficos fueron bloqueados con suero de caballo (dilución 1/100 (PBS: 50 III suero puro 

+ 5 ml PBS)) durante 1 hora a temperatura ambiente. Sin lavar, se agregó el primer 

anticuerpo anti-PCNA (PCNA M0879), (DAKO, Denmark) dilución: 1/100, cubiertos con 

parafilm e incubados over-night en cámara húmeda a 4 °C. 

Posteriormente, se utilizó como anticuerpo secundario el kit Polivalent Biotinylated 

Link (YELLOW- pool de segundos anticuerpos-biotinilados anti-rabbit anti-mouse, HiDef 

DetectionTM HRP Polymer System Cell Marque, USA). Entre cada paso se lavó con PBS. 

Las proteínas inmunoreactivas se visualizaron mediante el cromógeno diaminobencidina 

(DAB Cell Marque, USA). Finalmente, se contrastó con hematoxilina de Mayer (Dako). Por 

último, las secciones se deshidrataron en serie de alcoholes de graduación creciente (70%, 

80%, 90%, 100%) seguidas de xilol 100% y fueron montados con Entellán (MerkR), 

(Sanchis, nal., 2011). La observación se realizó a través de un microscopio óptico Axiophot 

(Carl Zeiss), adquiriendo las imágenes mediante una cámara digital Powershot G6, 7.1 

megapixels (Canon INC, Japón) adosada al microscopio. 

B.4.2.1.4.2 Inmunohistoquímica para Ki-67: se realizó la recuperación antigénica 

en microondas, colocando los portaobjetos (con cortes histológicos según item B.4.2.1.4) en 

coplin de plástico, llenos con buffer citraro 10 mM, pH 6 irradiados durante 10 minutos al 

78% de potencia (600-700w) y se dejó enfriar 20 minutos. Se enjuagaron con PBS por 10 

minutos. Posteriormente, se agregó peróxido de hidrógeno 3 % en PBS por 20 minutos y se 

volvió a lavar con PBS. Los anticuerpos inespecíficos fueron bloqueados con suero de caballo 

(1/100 PBS: 50 1.11 suero puro + 5 ml PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. Sin lavar, 

se agregó el primer anticuerpo anti-Ki67 (Anti Human Ki-67 Antigen M 7240) dilución: 

1/100, (DakoCytomation, Denmark) cubiertos con parafilm e incubados 1 h a temperatura 

ambiente. Se agregó el segundo anticuerpo biotinilado ImmunoCruzTM goat ABC Staining 
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System: sc-2023 (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) (preparado en botella tapa verde, 

±11.1g/m1) por 30 minutos. Se añadió AB enzyme reagent (complejo Avidina-HRP botella tapa 

púrpura) por 30 minutos. Entre cada paso se lavó con PBS. Las proteínas inmunoreactivas se 

visualizaron mediante el cromógeno diaminobencidina (DAB Cell Marque, USA). 

Finalmente, se contrastó con hematoxilina de Mayer (Dako). Por último, las secciones se 

deshidrataron en serie de alcoholes de graduación creciente (70%, 80%, 90%, 100%) seguidas 

de xilol 100%, fueron montados con Entellán (Merkg), (Sanchis etal., 2011). La observación 

se realizó a través de un microscopio óptico Axiophot (Carl Zeiss), adquiriendo las imágenes 

mediante una cámara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japón) adosada al 

microscopio. 

B.4.2.2 Biopsia 2: la otra muestra se colocó dentro de los 20 minutos de extraída en 

solución de glutaraldehído al 2,5% en tampón fosfato de Sórensen 0,1 M, pH: 7,2-7,4, para el 

estudio de la estructura celular mediante microscopía óptica de alta resolución (MOAR) y de 

la ultraestructura celular por la técnica convencional de microscopía electrónica de 

transmisión. 

B.4.2.2.1 Técnica de microscopía óptica de alta resolución (MOAR): para el 

estudio de la estructura celular por MOAR, las muestras de tejido se fijaron en glutaraldehido 

al 2,5 % en solución tampón fosfato (0,2 M, pH 7,4) durante 3 h a 4 °C. Luego se lavaron dos 

veces con solución tampón fosfato. Se refijaron en tetróxido de osmio al 1% durante 1 h a 

temperatura ambiente, se lavaron dos veces en solución tampón fosfato y se deshidrataron en 

concentraciones crecientes de acetona. Se realizó una preinclusión en resina epoxi EMbed 

812 1:1 en acetona 100 %, durante toda la noche a temperatura ambiente y luego una 

inclusión en EMbed 812 a 60 °C, durante 24 horas. A través de un ultramicrótomo manual 

(Sorvall MT-1A, DuPont), utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes semifinos (± 

0.25 iim) los que fueron colocados sobre portaobjetos de vidrio y teñidos con azul de 

toluidina sobre una platina termostatizada para permitir la entrada del colorante al tejido 
46 



incluido en la resina. Los cortes fueron montados en DPX (Merck0) y observados en un 

microscopio óptico Axiophot (Carl Zeiss), se tomaron imágenes a través de la cámara digital 

Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japón) adosada al microscopio, las que fueron 

procesadas con el Software Axiovision Release 4.6.3 (Carl Zeiss). 

B.4.2.2.2 Técnica convencional de microscopía electrónica de transmisión: las 

biopsias obtenidas según párrafo B.4.2.2 se lavaron dos veces con la misma solución 

tamponada de Sorensen, se refijaron en tetróxido de osmio al 1 % durante 1 h a temperatura 

ambiente y se deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona. La preinclusión se 

realizaró con EMbed 812, 1:1 en acetona, durante toda la noche a temperatura ambiente. La 

inclusión definitiva se realizó con EMbed 812 a 60 °C, durante 24 horas. Se eligió la zona de 

interés sobre cortes semifinos (± 0,25 um) teñidos con azul de toluidina. Posteriormente se 

realizaron cortes ultrafinos (60-80 nm) con un ultramicrótomo (Sorvall MT-1A, DuPont, 

USA) que se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las observaciones se 

realizaron con un microscopio electrónico de transmisión (MET) Elmiskop 101 (Siemens, 

Alemania). Todos los reactivos utilizados fueron de Electron Microscopy Science. Se observó 

la ultraestructura celular en los distintos estadíos de progresión tumoral. La adquisición de 

imágenes se realizó en un microscopio electrónico JEM 1200 ExII (JEOL, Japan), utilizando 

software: digital micrograph TM (Gatan, Inc Japan). 

C. Tratamiento: se realizó el tratamiento con sulfato de vincristina vía endovenosa, con 

dosis de 0,025 mg/Kg cada 7 días hasta la remisión total del tumor. Se contabilizó el número 

de dosis totales suministradas para cada individuo. 
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C.1 Remisión del tumor: se constató por observación clínica y citología exfoliativa 

del sitio anatómico de localización del tumor y en los casos de órganos internos, por 

imágenes ecográficas y citología por PAAF. 

D. Análisis Estadístico: los resultados se sometieron a un análisis de tipo descriptivo, donde 

se utilizó la media como medida de tendencia central y la desviación estándar como medida 

de dispersión. Los resultados de los parámetros de distribución se llevaron a una valoración 

porcentual. 

La asociación entre las diferentes variables de clasificación y la presencia de TVT se 

evaluó mediante la prueba de Chi cuadrado. 

Para los indicadores: urea, creatinina, proteínas totales, variables hematológicas, 

AgNOR e Índice mitótico (IM) se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) y un test de 

Tukey a posteriori para detectar las diferencias estadísticamente significativas. 

Para los parámetros: leucocitos y neutrófilos, se realizó un ANO VA no paramétrico 

(Test de Kruskal Wallis). (Balzarini et al., 2008). 

Para todas las variables, los datos obtenidos fueron sujetos a un análisis estadístico 

usando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2009) de acuerdo a un diseño completamente al 

azar. 
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RESULTADOS 



5-RESULTADOS: 

Del total de caninos ingresados al servicio de Análisis Clínico del Departamento de 

Clínica Animal de la Universidad Nacional de Río Cuarto, se obtuvo que en el 2,03% de los 

casos se diagnosticó TVT. 

Del estudio observacional realizado, se analizaron las fichas clínicas donde se 

registraron los factores intrínsecos y extrínsecos relacionados a la carcinogénesis y 

epidemiología del TVT como raza, edad, sexo, hábitat en que se encontraba el animal. 

De los 90 caninos evaluados, el 57,8 % (n: 52) fueron hembras y el 42,2 % (n: 38) 

machos (Figura 23). Respecto a la edad de los animales, la mayor cantidad de casos de TVT 

se presentó en animales entre los 2-3 arios y 4-5 arios (Tabla I). 

Distribución de los animales con TVT según el sexo 

70 

60 

s 50 
c 
c 40 
3 
w 30 
SI 

0  20 

10 

0 
Hembras Machos 

Caninos con TVT 

Figura 23. Porcentaje de caninos hembras y machos que presentaron TVT. 
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Al agrupar por categoría considerando A: cachorros y púberes (animales menores a 18 

meses); B: adultos (animales entre 18 meses y 9 arios) y C: gerontes (animales de 10 arios o 

mayores) los casos de TVT observados correspondieron en su mayoría a animales adultos, 

presentándose en un 76,7 % (n: 69) en perros adultos, 17,8 % (n: 16) en animales gerontes y 

5,5 % (n: 5) en animales cachorros y pre púberes (Figura 24). La edad mínima en la que se 

presentó el TVT fue en un cachorro de 7 meses y la máxima en un canino de 16 arios de edad. 

Tabla 1. Distribución de los animales con TVT en base a la edad. 

Edad 

Menor a 18 meses 

N° de animales % de animales 

5 5,5 

2-3 20 22,2 

4-5 23 25,5 

6-7 9 10,0 

8-9 8 8,9 

lo-11 

12-13 

14-15 

16-17 

Desconocida 

6 6.7 

3 3,3 

5 Si 

1,1 

En relación a las razas, el 33,3 % de los animales (n: 30) fueron fenotípicamente de 

razas puras y el 66,7 % (n: 60) correspondían a perros mestizos, lo que marca una mayor 

presentación en perros mestizos (Figura 25). Las razas puras comprometidas se observan en 

la Tabla II. De los 30 caninos de raza pura observados en este estudio, el 96,7 % (n: 29) de los 

pacientes fueron razas de tallas medianas y grandes y el 3,3 % (n: 1) fue raza de talla 

pequeña. 
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Distribución de los animales con TVT según la edad 
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Figura 24. Distribución por categoría de animales con TVT según la edad de 
los mismos. A: cachorros y púberes; B: adultos; C: gerontes. 
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Figura 25. Distribución de casos de TVT según la raza, considerando razas 
puras y mestizas. 
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De 42 perros con TVT, que pudo conocerse el hábitat en el que se desenvolvían, 

correspondió en un 61,9 % (n: 26) a perros que vivían en la calle o que fueron recogidos de la 

calle por sus actuales dueños. El 30,1% (n: 16) tenía un hábitat domiciliario, pero los 

propietarios le permitían salir a la calle durante determinados momentos del día sin 

controlarlos, por lo que se observa un predominio de casos de TVT en animales que han 

vivido en la calle (Figura 26). 

Tabla II. Distribución de casos de TVT según la raza 
de los animales. 
RAZAS Nl° DE CASOS 

Mestizas 59 

H usky Siberiano 3 

Collie 4 

Labrador 2 

Dogo Argentino 1 

Pekinés 1 

Golden Retriever 1 

Pit Bu!! 2 

Boxer 5 

Dobermann 

Ovejero Alemán 4 

Galgo 

Fox Terrier 1 

En relación al sitio anatómico de localización de la masa tumoral, se consideraron 

aquellos TVT que se desarrollaron en algún órgano genital como vagina, vulva, pene, 

prepucio (presentación genital) y como extragenital se agrupó a cualquier tumor observado 

fuera de esa localización. En el 73,3% de los casos (n: 66) fue de presentación genital y en 2 
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de ellos el tumor se extendía al útero. Solo en el 23,3% (n: 21) el tumor fue extragenital y en 

un un 3,3% (n: 3) se localizó a nivel de órganos genitales y además en mucosa nasal y piel 

(Figura 27). 

Distribución de animales con TVT según su habitat 
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Figura 26. Porcentaje de animales con TVT según su hábitat de vida. A: 
animales callejeros o recogidos de la calle. B: animales con hábitat 
domiciliario pero con salida a la calle. 

En las hembras, los tumores genitales se observaron en 43 casos a nivel de vagina, 

vestíbulo y vulva (Figura 28), 1 en zona perivulvar y 2 en útero y fondo de vagina, los cuales 

fueron diagnosticados por radiografía (Figura 29) y ecografía (Figura 30) y 1 de las hembras 

tuvo el tumor de localización extragenital (en paladar superior, maxilar y ganglio), 3 en ano y 

peri-anal y 1 en cavidad abdominal. De los machos, 19 animales presentaron tumoraciones en 

el pene y prepucio (Figura 31 y 32) en zona parapeneana, 2 en pene y además en piel y 

mucosa nasal. De las neoplasias localizadas extragenitalmente en los machos, hubo 3 

animales que presentaron tumores en recto, ano y región perianal, 12 machos con TVT nasal, 

1 bucal y 1 en donde estaba comprometido tanto la mucosa nasal como bucal. 
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Presentación anatómica del TVT 
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Figura 27. Distribución de casos de TVT según la localización anatómica de 
la masa tumoral. 

La presentación extragenital en hembras fue del 11.5% mientras que en machos fue de 

41,7%. La presentación extragenital de TVT fue significativamente mayor en machos (Prueba 

de Chi Cuadrado, p < 0.05). 

El tamaño de los tumores al momento de la consulta varió de 0,5 cm a 18 cm. El valor 

promedio fue de 6,5 cm. 

Los signos clínicos variaron según la localización del tumor. En la mayoría de los 

casos de localización genital del tumor se observó sangrado vulvar (Figura 28) o prepucial. 

En el caso de la hembra pekinés se observó una marcada deformación facial, exoftalmo y 

epistaxis (Figura 33). 

Los caninos con TVT nasal presentaban deformación y/o sangrado persistente. 
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Figura 28. Presentación clínica del TVT. Tumor genital, localizado en el 
vestíbulo vaginal. El tumor presenta aspecto de coliflor, es friable y 
sangrante. 

Figura 29. Radiografía latero-lateral de abdomen, se observa en zona de 
proyección de vejiga y útero una imagen radiolúcida a ventral del recto. El 
intestino se encuentra desplazado hacia craneal. 
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Figura 30. Imagen ecográfíca. Se observa una masa voluminosa, 
hipoecogénica, que se proyecta a craneal de la vejiga. 

Figura 31. Presentación clínica del TVT. Tumor genital, localizado en la base 
del pene. El tumor es de aspecto verrugoso, friable y sangrante. 56 



Figura 32. Presentación clínica del TVT. Tumor genital, localizado en el 
glande y extremo anterior del pene. El tumor presenta aspecto verrugoso, es 
friable y sangrante. 

Figura 33. Presentación clínica del TVT. Tumor extragenital. El tumor se 
localiza en mucosa bucal. Se observa deformación facial, exoftalmo y 57 

epistaxis. 



Al momento de la consulta, se realizaron hemogramas en 20 caninos; el 35% de los 

animales presentaba valores de eritrocitos, VGA y hemoglobina disminuidos respecto al 

rango de referencia para la especie canina y para la edad de los animales, clasificándose la 

anemia como leve en 4 pacientes y moderada en 3 caninos. El 65% de los animales tenía un 

eritrograma dentro de los valores de referencia (Tabla III). No se presentaron animales con 

valores de eritrocitos, hemoglobina y VGA por encima del rango de referencia (Figura 34). 

En la Tabla III se presentan los resultados hematológicos que incluyen: VGA, 

eritrocitos, hemoglobina y leucocitos en los caninos con TVT en la etapa progresiva de la 

neoplasia, antes de iniciarse el tratamiento con sulfato de vincristina. 
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Figura 34. Representación gráfica de animales que presentaron anemia, 
policitemia y que no mostraron alteraciones eritrocitarias. 

El porcentaje de animales que presentó anemia, se mantuvo a los 7 días de iniciado el 

tratamiento (35%) aunque solo en uno de los pacientes fue moderada, el resto cursó con una 
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anemia leve, mientras que a los 14 días de tratamiento el porcentaje disminuyó a 17,6% de 

pacientes con anemias leves a moderadas, a los 21 y 35 días fue del 16,6% de anemias leves 

(Figura 35). De los pacientes estudiados, el 28% presentó una disminución de los valores 

eritrocitarios durante la primer semana del tratamiento, valores que se normalizaron a los 14 

días y el 28% de los animales que ingresaron al tratamiento con un cuadro de anemia, se 

recuperó durante los primeros 7 días de tratamiento. 

Tabla Hl. Valores de VGA, eritrocitos, hemoglobina y leucocitos 
de los caninos con TVT al momento de realizar el diagnóstico y 

_previo a iniciar un tratamiento. 
(aso VGA Eritrocito% 

x 106/01 
Hemoglobina 

g/d1 
Leucocitos 

x 103/Ial 
1 26,8 5.32 9.4 24,0 
2 41,8 6,07 15.5 8,3 
3 29,5 5.10 10.8 19,6 
4 38.1 5.39 13.3 22,2 
5 39,0 6.45 14.8 20,8 
6 53,0 8,70 17.5 12,2 
7 43,0 7,50 14,3 12,2 
8 44,0 5,90 16,5 24,4 
9 
10 
11 

31,4 
49,4 
38,0 

5,50 
6,90 
5,40 

11,4 
17,5 
12,3 

37,4 
12,6 
15,8 

12 46,5 6,80 17.1 16.1 
13 34,1 4,74 12,4 15,7 
14 46,0 7,08 17.4 10,9 
15 42,8 5.89 15.3 16,5 
16 36,0 5,60 1 1,9 7.4 
17 36,0 6,30 12,0 20,6 
18 41,5 5.95 14.9 14,8 
19 18,0 4,10 5,8 21,4 
20 40,2 5.46 14,0 10.9 

Pro medio: 38.8 6.01 13,71 17.19 
Valor máximo: 53,0 8,70 17,50 37,40 
Valor mínimo: 18,0 4,10 5,80 

D.E. 8,15 1,04 3,04 6,95 
C.V. 0,21 0,17 0,22 
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Animales con anemia antes y durante el tratamiento 
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Figura 35. Porcentaje de animales que cursó con anemia previo y durante el 

tratamiento. 

El volúmen corpuscular medio (VCM) tuvo un promedio de 64,3 113 ± 8 113 con una 

máxima de 74,6 113 y una mínima de 43,9 113 y un C.V. de 10%. La concentración de 

hemoglobina corpuscular media (CHCM) tuvo un promedio de 35,3% ± 1,8% con un máximo 

de 37,9% y un mínimo de 32,2% y un C.V. de 10%. La población eritrocitaria, 

morfológicamente fue en un 75% normocítica normocrómica y el 25% restante microcítica 

normocrómica, sin embargo, en los pacientes anémicos, el 66,6% tenía anemias microcíticas 

normocrómicas. La hemorragia, valorada macroscópicamente, en algunos casos era de una 

magnitud importante (Figura 36). 

El 35% de los animales presentó leucocitosis moderada, es decir, incremento en la 

cantidad de leucocitos con valores correspondidos entre 17,0 y 30,0 x 103 411. El 5% tenía 

leucocitosis marcada (valores por encima de 30,0 x 103 /pi) y el 60% de los caninos mostró 
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una cantidad de leucocitos dentro del rango de referencia (entre 6,0 y 17,0 x 103 411) (Figura 

37). La leucocitosis iba acompañada de neutrofilia (40% de los animales), desvío a la 

izquierda regenerativo leve (10%), linfopenia (20%), monocitosis (35%), eosinofilia (55%), 

eosinopenia (5%). Los valores promedios de leucocitos totales y diferenciales con sus 

correspondientes estadísticos descriptivos en la fase progresiva y regresiva del tumor, se 

muestran en las Tablas IV, V, VI, VII, VIII, IX. 

Figura 36. Imagen que muestra la magnitud de la hemorragia que puede 

producirse en relación al TVT. 
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Figura 37. Representación gráfica de la cantidad de animales en base al 
valor total de leucocitos. 

Tabla IV. Valores promedios de leucocitos totales y diferenciales en animales en fase 
progresiva del tumor (previo al tratamiento). 

1,T NB /pi N /yil L /µ1 NI o /u1 B /111 

/103/µ1 /103/µ1 /1051 /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 

Promedio: 16,550 0,072 10,803 1,868 1,188 2,299 

V.N.láxintu: 3 7.4 0,740 20,16 3,795 2,4 16,456 0 

V.Mínimo: 7,4 0 5,071 0,240 0,222 0,300 

0.198 4,634 1,045 0,599 31534 

C.V.: 0,41 2,73 0,43 0,56 0,50 1,54 0 
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Tabla V. Valores promedios de leucocitos totales y diferenciales en animales en fase 
regresiva del tumor (7 días después de iniciarse el tratamiento). 

LT NB /pi N /µ1 L /pi Mo /1.11 B /111 

/103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 /103/1.t1 /103/µ1 /103411 

Promedio: 10,828 0,048 5,4 2,040 1,509 1,637 

V.Máximo: 21 .4 0,347 I2. &)3 3.575 8,69 5.6 10 O 

V.Mínimo: 3,9 0 0,33 0,66 0,136 0,08 

5.395 0,098 3,889 0.957 1 .94 I 1.613 O 

C.V.: 0,50 2,04 0,72 0,47 1,29 0,99 0 

Tabla VI. Valores promedios de leucocitos totales y diferenciales en animales en fase 
regresiva del tumor (14 días después de iniciarse el tratamiento). 

LT NB /pi N 411 L /µI Mo /pi E/µI B/pl 

/103/µ1 /103411 /103411 /103/µ1 /103411 /103/10 /103/µ1 

Promedio: 8,544 0,034 4,538 2,013 1,015 0,916 0 

V.Má l5.4 0,184 8.775 4.2 3,78 3.0M O 

V.Mínimo: 4,5 0 1,0 0,46 0 0,09 

D.E.: 3,318 0,061 2,383 1.05 0,895 0,845 O 

C.V.: 0,39 1,79 0,53 0,52 0,88 0,92 

Tabla VII. Valores promedios de leucocitos totales y diferenciales en animales en fase 
regresiva del tumor (21 días después de iniciarse el tratamiento). 

LT NB /mi \ /µ1 1. /µ1 Mo /µI E/p1 B /pi 

/103/µ1 /103/111 /103/µ1 /103/1 I /IO3/pl /103411 /103/µ1 

Promedio: 9,267 0,031 4,769 2,41 0,82 1,516 0 

V. 1áximo: 17,6 0,176 9.504 4.048 1,978 4,524 0 

V.Mínimo: 4,5 0 1,71 1,118 0,182 0,370 0 

4,2 N 0,061 2,309 0,974 0,529 1,44 0 

C.V.: 0,46 1,99 0,48 0,40 0,64 0,95 0 
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Tabla VIII. Valores promedios de leucocitos totales y diferenciales en animales en fase 
regresiva del tumor (28 días después de iniciarse el tratamiento). 

1,T NB 41.1 N 411 I. /pi Mo /µ1 E/µ1 B ital 

/103/yd /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 /103/µ1 

Promedio: 9,4 0,013 5,599 1,909 0,504 1,719 0 

V.Máximo: 13.4 0.063 1 1.524 3,348 1,534 3.776 

V.Mínimo: 4,7 0 2,632 1,410 0,188 0,470 

D.F. 3,722 0.818 0,578 1,45 0 

C.V.: 0,40 2,24 0,63 0,43 1,15 0,84 0 

Tabla IX. Valores promedios de leucocitos totales y diferenciales en animales en fase 
regresiva del tumor (35 días después de iniciarse el tratamiento). 

LT NB /µ1 N /µ1 L 411 Mo fial Eip.1 B /µ1 

/103/µ1 /103/µ1 /1051 /1051 /103/µ1 /103411 /103/µ1 

Promedio: 8,338 0 4,045 2,663 0,788 0 0 

V.Máximo: 9.450 5,103 1,87 1,6 O 

V.Mínimo: 6,9 0 3,6 1,656 0,27 

1,134 0 0,76 0.914 0.569 0 ti 

C.V.: 0,14 0 0,18 0,34 0,72 

Cuando se inició el tratamiento, durante los 7 y 14 días posteriores al comienzo del 

mismo, se observó una disminución brusca de los leucocitos en el 100% de los casos (n: 20), 

el 85% (n: 17) de los pacientes presentó una disminución de los leucocitos ya en la primer 

semana del tratamiento y esa reducción se produjo a expensas de una disminución de los 

neutrófilos (Figura 40), observándose verdaderas neutropenias (valores de neutrófilos por 

debajo de los 3,0 x 103/111) en el 45% de los pacientes (n: 9). Los leucocitos y neutrófilos, se 

mantuvieron luego diminuídos mientras duró el tratamiento. Se analizaron estadísticamente 

las variables leucocitos y neutrófilos, de los datos se realizó un ANO VA no paramétrico (Test 

de Kruskal Wallis), obteniéndose para ambas variables p < 0.0001 (Figuras 38 y 39), lo cual, 
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indica que la disminución observada entre las muestras obtenidas previo al tratamiento y 

posterior al mismo, son significativas estadísticamente, sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas entre los días 7 y 14 del tratamiento. 

Concentración de leucocitos en función de los días de tratamiento 

A 

L
e

u
co

ci
to

s 
/ p

l 

18205 - 

16182 - 

14159 - 

12137 - 

10114 - 

8091 - 

6068 - 

4046 - 

2023 - 

0 

lar-

B 

ah_ 

B 

Día O Día 7 Día 15 

Días de tratamiento 

Figura 38. Concentración de leucocitos en sangre, antes y durante el 
tratamiento con vincristina. Letras diferentes son significativas 
estadísticamente (p < 0,05). 

Los linfocitos y monocitos, fluctuaron sin una tendencia establecida, con valores por 

encima de los de referencia para los monocitos a los 7 días de iniciado el tratamiento. 

Los eosinófilos, si bien no tuvieron una tendencia de modificación a lo largo del 

tratamiento de los pacientes con TVT, se presentaron por encima del valor de referencia en 

las etapas previas al tratamiento y durante los 7, 21 y 28 días siguientes al inicio de la 

quimioterapia (Figura 41). 
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Concentración de neutrófilos en función de los días de tratamiento 
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Figura 39. Concentración de neutrófilos en la etapa previa y durante el 
tratamiento con vincristina. Letras diferentes son significativas 
estadísticamente (p < 0,05). 

La cantidad de animales que presentaron eosinofilias, fue de un 55% previo al 

tratamiento, 36,8% a los 7 días de iniciado el tratamiento, 31,5% a los 14 días, 33% a los 21 

días, 50% a los 28 días y 25% a los 35 días. No se observaron eosinopenias como 

consecuencia de la terapia. Se analizó estadísticamente la variable eosinófilo para la etapa 

previa y a los 7 y 14 días de tratamiento; se realizo un ANOVA no paramétrico (Test de 

Kruskal Wallis), obteniéndose un p < 0.0932 (Figura 40). 

En cuanto a las plaquetas, los resultados obtenidos con la correspondiente estadística 

descriptiva se muestran en la Tabla X. Los promedios de los valores de plaquetas se 

encontraron dentro de los valores de referencia, tanto en fase progresiva como regresiva, 

existiendo un porcentaje de animales que cursaron con trombocitopenia y trombocitosis en 

cada etapa. Los mismos se muestran en la Tabla XI. 
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Concentración de eosinófilos en función de los días de tratamiento 

Días de tratamiento 

Figura 40. Concentración de eosinófilos en la etapa previa y durante los 7 y 
14 días de tratamiento con vincristina. Letras iguales no son diferencias 
estadísticamente significativas (p> 0.05). 

Variación leucocitaria según días de tratamiento 
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Figura 41. Variaciones leucocitarias total y diferencial previa y durante el 
tratamiento con vincristina. 
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Tabla X. Valores promedios de plaquetas en animales previo 
al tratamiento (O días) y en fase regresiva del tumor (a los 7, 14 

21 días post tratamiento). _s. 
O días 7 días 14 días 21 días 

/106/µ1 /106/µ1 /106/µ1 /106/µ1 

Promedio: 785. 99 353.63 319,89 375,80 

V.Máximo: 596,00 629,00 590,00 567,00 

V.Nlínimo: 68.00 52,1)11 g3,00 87,00 

D.E.: 157,50 179,04 173,38 189,09 

C.V.: 0,55 0,51 0,54 0,58 

Tabla XI. Porcentaje de animales que cursan con trombocitopenias y 
trombocitosis en la etapa progresiva y regresiva inducida por el tratamiento. 

O días 7 días 14 días 21 días 

% animales <Yo animales °A animales % animales 

Trombocitopenia: 

Trombocitosis: 11,1 12,5 

La actividad de ALT (GPT), se encontró dentro de los valores de referencia para el 

canino, tanto en las muestras obtenidas previo al tratamiento como en las recogidas durante el 

seguimiento del tratamiento con vincristina. Los promedios de actividad de ALT para cada 

semana previo y posterior al tratamiento se muestran en la Figura 42. 

Las concentraciones de urea al inicio del estudio, se observaron entre los valores de 

referencia para el canino y presentaron una leve disminución a los 7 días del tratamiento, 

observándose fluctuaciones a través del tiempo sin una tendencia establecida (Figura 43). 
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Valoración de ALT 
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Figura 42. Variación en la actividad de ALT previo y durante el tratamiento 
con vincristina. 

Para el análisis de la variable urea se realizó un analisis de varianza (ANOVA) y un 

test LSD-Fisher a posteriori para detectar las diferencias estadísticamente significativas. La 

disminución en las concentraciones de urea observada a los 7 días de iniciado el tratamiento, 

no fué significativa estadísticamente (p < 0,1582) (Figura 44). 

La creatinina sérica se mantuvo dentro de los valores de referencia a lo largo de todo 

el estudio y no presentó cambios significativos durante el tratamiento (Figura 43). 
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Valoración de urea y creatinina 
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Figura 43. Variación en la concentración de urea y creatinina sérica previo y 
durante el tratamiento con vincristina. 
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Figura 44. Concentraciones promedios de urea, previo y durante el 
tratamiento con vincristina. Letras iguales no son diferencias 
estadísticamente significativas (p > 0.05). 
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Las corridas electroforéticas sobre acetato de celulosa mostraron las distintas bandas 

correspondientes a cada una de las proteínas séricas, separándose en: albúminas (Alb), alfa-1 

globulinas (al), alfa-2globulinas (a2), beta-1 globulinas (131), beta-2 globulinas (132) y gama 

globulinas (y 1 y y2). Estas últimas no motraron una banda neta de separación por lo cual se 

las consideró juntas (Figura 45). 

Los valores promedios de proteínas totales (PT), Alb, globulinas (Glob), al, a2, [31, 

132, y 1 y 2 (Figuras 46 y 47), obtenidos en los animales previo al tratamiento y durante las 5 

semanas posteriores al inicio de la administración de sulfato de vincristina se muestran en la 

Tabla XII. 

Figura 45. Electroforesis de proteínas sobre acetato de celulosa. 
Tinción de Amido Schwartz. 

Los valores promedios de PT, Alb, Glob, al, a2, 131, yl y y 2, se encontraron dentro 

de los valores de referencia para la especie canina. Las concentraciones promedio para la 

fracción 132 de las proteínas se observaron en el límite superior del valor de referencia ó 

ligeramente incrementada. 
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Tabla XII. Valores promedios de proteínas totales, albúmina, globulinas totales y 

diferenciales antes y durante el tratamiento con vincristina. 

Dias de PT Alb Glob ul a2 Pi 02 y1-2 
iniciado el 

traCamiento 
0 

g/d1 

7,75 

g/d1 

3,47 

01 

4,23 

g/dl 

0,31 

gldl 

0,58 

g/d1 

0,63 

g/dl 

1,69 

01 

1,02 

7 7,27 3,52 3,75 0,27 0,54 0.54 1,5 0,9 
14 7,63 3,55 4,08 0,34 0,57 0,64 1,59 0,94 

21 7,30 3.8 3.56 0,31 0,45 0,54 1,42 0,84 
28 7,43 3,76 3,68 0,33 0,49 0,61 1,32 0,93 

35 (03 3,57 326 0.22 0,37 0.49 1 .31 0,87 

Valor de 
referencia: 

5,4-7,1 2,6-3,3 2,7-4,4 0,2-0,5 0,3-1,1 0,7-1,3 0,6-1,4 0,9-2,2 

Promedio: 6. 1 ' " 3.4 0. -1 0,6 0.82 0.89 1.5 
D.E.: 0,52 0,19 0,51 0,03 0,21 0,23 0,33 0,39 
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Figura 46. Representación gráfica de los valores promedios de PT, Alb y 
Glob previo y durante el tratamiento con vincristina. 
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Valoración de las globulinas 
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Figura 47. Representación gráfica de los valores promedios de las diferentes 
globulinas previo y durante el tratamiento con vincristina. 

De los animales que fueron tratados con sulfato de vincristina vía endovenosa a dosis 

de 0,025 mg/Kg cada 7 días, 17 caninos (85%) presentaron remisión del tumor, no 

observándose recidiva en el período de uno a dos arios siguientes. La cantidad de dosis 

necesarias para reducir totalmente la masa tumoral en este grupo de animales varió de 3 a 7 

aplicaciones con una media de 4,59 dosis de vincristina para la población seleccionada, con 

un D.E. de 1,37 y un C.V. de 29,8%. Los 3 animales restantes (15%), no tuvieron una buena 

respuesta al tratamiento. Estos 3 casos, fueron identificados con los números 20, 21 y 22. Dos 

de ellos (caso 20 y caso 22), fueron resistentes al sulfato de vincristina a la dosis programada 

y el tercero (caso 21) que presentaba TVT extragenital con compromiso de cara y vías aéreas 

superiores, fue un animal en el que demoraron en realizar el diagnóstico y se inició el 

tratamiento cuando el tumor estaba muy avanzado y murió debido a complicaciones 

cardiorespiratorias cuando se había aplicado la segunda dosis del sulfato de vincristina. 

En las muestras obtenidas por PAAF e hisopados de la masa tumoral en los animales 

previo al inicio del tratamiento y cuyo material fue extendido en portaobjetos y teñido con 
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May Grünwald Giemsa (MGG), se observó en su mayoría, extendidos hipercelulares. Las 

células predominantes fueron las neoplásicas, cuyas características morfológicas eran 

redondas y otras ovoides, con una relación núcleo citoplasma levemente aumentada debido a 

la presencia de un núcleo grande y con moderada cantidad de citoplasma. Los núcleos, de 

localización central en algunas y periféricas en otras, presentaban una dispersión de la 

cromatina granular y la mayoría de las células tenían uno o dos nucléolos prominentes, de 

forma circular y bien distintivos. Los citoplasmas presentaban distintos grados de basofilia, la 

cantidad de citoplasma fue variable, siendo menor en las células mas redondeadas; muchas 

células contenían pequeñas vacuolas bien delimitadas, especialmente aquellas células de 

formas más ovoides. En las muestras fue frecuente observar mitosis (Figura 48). 

Figura 48. Microfotografía de una muestra citológica de TVT. Se observan 
células neoplásicas redondas, con núcleos grandes, nucléolos prominentes, 
citoplasmas abundantes. La flecha indica una célula en mitosis. Tinción de 
MGG. (1000x). 
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Las células presentaron ciertos criterios de malignidad, tales como pleomorfismo, 

anisocitosis, anisocariosis y nucléolos gigantes, con citoplasmas basófilos. Las membranas 

citoplasmáticas se distinguían perfectamente aún cuando las células se encontraban agupadas. 

Algunos extendidos presentaron otros tipos celulares como linfocitos, células plasmáticas, 

macrófagos (Figura 49). 

Los extendidos realizados por hisopados de la superficie de los tumores presentaron 

mayor cantidad de neutrófilos y bacterias (Figura 50). 

Figura 49. Microfotografía de una muestra citológica de TVT. Se observan, 
A: numerosas células neoplásicas de TVT; B: abundantes zonas con 
linfocitos y C: escasas células plasmáticas. Tinción de MGG. (1000x). 

Los resultados de los estudios histopatológicos de las muestras teñidas con 

Hematoxilina-Eosina (H/E), mostraron que en todos los casos, el tumor observado por 
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citología correspondía a TVT. La imagen histológica se caracterizó por la presencia de 

células redondas, ovoides y poliédricas, agrupadas de manera laxa o en masas compactas, 

dispuestas en cordones, filas o sueltas, intercaladas con un estroma vascular delicado. 

Presentaron núcleos redondos, grandes e hipercrómicos, con nucléolos centrales, únicos. Los 

citoplasmas fueron de tamaño variable, color rosado a claro; las figuras mitóticas se 

observaron con regular frecuencia (Figura 51). Generalmente se observó marcada 

vascularización; algunos cortes mostraron áreas de necrosis, ulceración e infiltrado de 

neutrófilos. Se observó en algunos casos un número variable de células plasmáticas, 

macrófagos y linfocitos infiltrando el tumor (TILs) (Figura 52) o en su perifería (Figura 53). 

Figura 50. Microfotografía de una muestra citológica de TVT obtenida por 
hisopado de superficie. Se observan, A: células neoplásicas de TVT; B: 
bacterias y N: neutrófilos, muchos muestran cariolisis y citólisis. Tinción de 
MGG. (1000x). 
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Figura 51. Microfotografía de TVT. Las células tumorales (A) son redondas u 
ovoides con núcleos redondos y nucléolos prominentes con citoplasmas 
variables Se observan numerosas mitosis (M). Tinción de H/E. (1000x). 

Figura 52. Microfotografía de TVT mostrando las células tumorales (A) y 
áreas de infiltrado linfoplasmocitario (L). Tinción de H/E. (400x). 
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Figura 53. Microfotografía de TVT mostrando las células tumorales (A) y 
áreas de infiltrado linfoplasmocitario en la periferia del tumor (L). Se observa 
una zona epitelizada (B). Tinción de H/E. (400x). , 

A medida que se avanzó en el tratamiento, en la etapa de regresión del tumor, se 

observó un incremento en la cantidad de tejido conectivo, fibroblastos, angioblastos y 

linfocitos (TILs) entre las células neoplásicas (Figura 54). 

La presencia de figuras mitóticas se observó en el 100% de los tumores previo a la 

realización del tratamiento (fase progresiva) y en algunos casos aún después de iniciado el 

tratamiento (fase regresiva). El índice mitótico (IM) en los casos problema (20, 21 y 22) tuvo 

una media de 0,46 % ± 0,5 (con un valor máximo de 1,03% y un mínimo de 0,16% y un C.V. 

de 108,6%. En los casos que respondieron bien a la vincristina el IM promedio fue de 0,57% 

± 0,27 con un valor máximo de 1,37% y un mínimo de 0,25 % y un C.V. de 47,3%. A los 7 

días de administrada la primera dosis de vincristina se realizó una segunda biopsia y se 

obtuvo un IM promedio de 0,62% una máxima de 1,21% y un mínimo de 0% con un D.E. de 

0,3% y un C.V. de 48,3%. En 11 animales, el índice mitótico una vez iniciado el tratamiento, 

a los 7 días post tratamiento fue superior o igual al valor observado previo al tratamiento (día 
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0). Al realizar el análisis de los datos de IM previo al tratamiento y 7 días posterior a la 

administración de la primer dosis de vincristina, se determinó mediante el test de Tukey, que 

las diferencias observadas en el IM no fueron estadísticamente significativas (p > 0,05) 

(Figura 55). 

Figura 54. Microfotografía de TVT, en etapa regresiva, durante el tratamiento 
con vincristina. Se observan, (A): células tumorales aisladas, (L): infiltrado 
linfoplasmocitario en íntimo contacto con las células neoplásicas, (C): tejido 
conectivo y (F): fibroblastos. Tinción de I-1/E. (1000x). 

A los 14 días de iniciado el tratamiento, posterior a la aplicación de la segunda dosis 

de vincristina se realizó una tercer biopsia a 5 pacientes y se obtuvo un IM promedio de 0,28 

% ± 0,19%, con una máxima de 0,56% y un mínimo de 0% y un C.V. de 67,8%. En este caso, 

en todos los animales se observó una disminución respecto al valor anterior y al valor pre 

tratamiento. Los resultados de la estadística descriptiva de estos 5 pacientes se muestran en la 
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Tabla XIII. Si bien entre la primer y segunda dosis de vincristina, las diferencias en el IM no 

fueron significativas, luego de la segunda dosis de vincristina las diferencias observadas 

respecto al IM en fase progresiva, si resultaron ser estadísticamente significativas (p < 0,05) 

(Figura 56). 

Índice mitótico en función de los días de tratamiento 
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Figura 55. Indice mitótico en cortes histológicos de TVT, obtenido previo y 7 
días posteriores a la aplicación de la primera dosis de vincristina. Letras 
iguales representan que no existen diferencias significativas (p > 0.05). 

Tabla XIII. Variación del IM (/o) en 5 de los casos que respondieron al tratamiento con 
Vincristina. 

Tiempo Mínimo Máximo \tedias 1).S. C.V. (%) 

Fase progresiva 0,31 1,37 0.80 0,39 48,7 

Fase regresiva (7 diás) 0,39 0,92 1 1.1'14 11:0 31.2 

Fase regresiva (14 diás) 0 0,56 0.28 0,21 75,0 
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Las muestras citológicas e histopatológicas se analizaron independientemente en 

distintos momentos del proceso. Se compararon los resultados y se agruparon en verdaderos 

positivos (VP) los casos en que se diagnosticó TVT tanto con el método citológico como 

histopatológico; falsos positivos (FP) para los casos en que se diagnosticó TVT por citología 

y no por histopatología y falsos negativos (FN) para los casos en que la citología no 

diagnosticó TVT y en el examen histopatológico correspondió a TVT. Se realizó un análisis 

de confianza definida por la sensibilidad de la técnica, utilizando los datos tal como se 

agruparon anteriormente (VP, FP, FN). Resultó que hubo 18 casos VP y no se presentaron FP 

ni FN. Del análisis de confianza resultó que la sensibilidad de la técnica citológica fue del 

100%. 

Índice mitótico en función de los días de tratamiento 
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Figura 56. Indice mitótico en cortes histológicos de TVT, obtenidos previo, 7 
y 14 días posteriores al inicio del tratamiento con vincristina. Letras 
diferentes representan que existen diferencias significativas (p < 0.05). 
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Se realizó el recuento de partículas de AgNOR en forma manual e individual. Los 

AgNORs se observaron como puntos marrones oscuros en el núcleo y nucléolo de la célula de 

TVT y el resto de la célula se observó de un color amarillo pardo. 

Cuando los puntos marrones se encontraban agrupados, una cuidadosa observación 

estableció el número total del conjunto. Si la masa de partículas era muy compacta e impedía 

el recuento diferencial, esa célula no era considerada en la evaluación. Dichos puntos, 

variaron en cantidad, tamaño y distribución según se considerara animales previo y posterior 

al tratamiento con sulfato de vincristina. La cantidad de AgNORs variaron de 0 a 16 puntos 

por célula, la mayoría de las veces distribuidos de forma aislada. Las formas eran 

redondeadas o ligeramente irregulares, ubicadas en el interior del núcleo, alrededor del 

nucléolo y en el nucléolo; en el caso 22, resistente a la vincristina, gran parte del los puntos se 

encontraban en los bordes nucleares. En la Figura 57 se muestra una tinción de AgNOR de 

uno de los casos resistentes a la vincristina, donde luego de la tercer aplicación de la droga, 

mantiene un porcentaje promedio de puntos AgNOR/ célula de TVT de 3,1; en tanto que el 

promedio observado en uno de los pacientes que respondió a la vincristina fue de 2,6 puntos 

AgNOR/ célula de TVT (Figura 58). 

Durante el tratamiento se presentaron tres casos que podemos considerar como casos 

problema debido a la resistencia presentada al tratamiento o a una respuesta inadecuada al 

tratamiento con sulfato de vincristina a la dosis planificada. Estos fueron los casos 

identificados como 20, 21 y 22. En la Tabla XIV se muestra la cantidad de puntos de 

AgNOR/célula de TVT en cada uno de los animales, antes y durante el tratamiento. En ellos, 

el número de AgNOR por núcleo fue en promedio de 4,1 ± 1,6 y un C.V. de 39%. 

La cantidad de AgNORs promedios observados en cada uno de los animales con TVT, 

previo al tratamiento y que respondieron a la vincristina, se muestra en la Tabla XV y 

presentaron un promedio 3,1 ± 1,3 puntos marrones de AgNOR /célula de TVT, con un valor 

máximo de 5,4 y un valor mínimo de 1,3 y un C.V. de 41,9%. 
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Figura 57. Microfotografía óptica utilizando la tinción de AgNOR. Se observan 
los puntos marrones en el núcleo y nucléolo celular (promedio: 3,1 puntos/célula 
de TVT). Tinción de plata (1000x). 

Figura 58. Microfotografía óptica utilizando la tinción de AgNOR, con un I 
promedio de 2,3 puntos marrones/ célula de TVT. Tinción de plata (1000x). 
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En la Tabla XVI se muestra la cantidad de AgNORs promedios observados en cada 

animal con TVT, a los 7 días de iniciado el tratamiento con vincristina. 

En la Figura 59 se presentan los resultados de AgNOR/núcleo a medida que avanza el 

tratamiento, con una tendencia a la disminución en los 14 días iniciales de tratamiento, pero 

luego, se produjo un incremento de los AgNOR/ núcleo, llegando a valores incluso superiores 

a los obtenidos en la etapa progresiva del tumor previo al inicio del tratamiento, esto en 

concordancia con la falta de respuesta de este paciente a la terapia con vincristina. 

Tabla XIV. Valores promedios de AgNOR/ célula de TVT en los pacientes que 
tuvieron una mala respuesta al tratamiento con vincristina y sus correspondientes 
estadísticos. 

Caso Promedio 
AgNOR/ cél 

Valor 
Máximo 

Valor 
Mínimo 

C.V. 

20 (pre tratamiento) 4.3 16 0 3.27 0,76 

20(15 dias post trat) 3.1 13 0 2.87 0,92 

20(21 días post trat) 1.7 12 0 2.24 1,31 

20(28 dias post trat) 3.1 13 0 3.22 1,04 

20(45 días post trat) 7.2 15 0 3.0 0,42 

21(pre tratamiento) 2.4 11 O 2.97 1,24 

21(7 días post trat) 2.8 1 1 0 2.86 1.02 

22(pre tratamiento) 5.7 15 0 3.99 0.70 

22(7 días post trat) 5,8 15 0 4,15 0,71 

En los casos 21 y 22 se obtienen valores de AgNOR ligeramente superiores en las 

muestras obtenidas 7 días posterior al inicio del tratamiento con vincristina (Figura 60), en 

tanto que, en los animales donde el tumor entró en una fase de regresión con resultados 

favorables, los AgNORs, disminuyeron en la muestra obtenida posterior al inicio del 

tratamiento (Figura 61). 
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Figura 59. Números promedios de AgNOR por cada núcleo de células de 
TVT en cortes histológicos del caso 20. 

A los datos obtenidos con la tinción de AgNOR, se los analizó con un análisis de 

varianza (ANOVA) y un test de Tukey a posteriori para detectar las diferencias 

estadísticamente significativas. Los resultados indicaron que la disminución de puntos de 

AgNOR observadas después de iniciado el tratamiento, cuando el tumor entró en fase 

regresiva, fueron estadísticamente significativas (p < 0.0002) (Figura 62). 

En cuanto a la distribución de los puntos de AgNOR en los diferentes casos de TVT, 

se observaron todos los casos posibles de distribución de las partículas de AgNOR, pero el 

patrón predominante observado en los pacientes con TVT fue la distribución puntiforme 

aislada y difusa, con el nucléolo totalmente cubierto; excepto en uno de los casos resistentes 

al tratamiento, donde los puntos se encontraban distribuidos preferentemente en cadena y en 

la perifería del núcleo. 
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Tabla XV. Valores promedios de AgNOR/ célula de TVT en tumores previo al 
tratamiento con vincristina y sus correspondientes estadísticos. 

Caso Promedio 

AgNOW cél 

Valor 

Máximo 

Valor 

Mínimo 

D.E. C.V. 

1 2.5 13 0 2.8 1.12 

2 3.3 10 0 /.61 0.79 

3 5.3 13 0 3.15 0.59 

4 5.4 12 0 1..55 0,47 

5 3.6 13 O 3.07 0.85 

3.6 12 0 3.16 0.88 

7 2.3 8 0 2.13 0.93 

8 2S 9 0 2.39 0.85 

9 2.3 9 0 2.27 0.97 

lo 9 0 2.25 1.02 

11 3.0 9 0 2.49 0.83 

12 1.4 9 0 2.01 1.43 

13 1.3 9 0 1.54 1.18 

14 5.1 14 0 3.35 0.66 

Se realizaron tinciones de AgNOR en muestras citológicas y en la mayoría de las 

células se observaron puntos marrones oscuros en el núcleo distribuidos en forma aislada y 

difusa y un punto argirófilo de gran tamaño, correspondiente al nucléolo de la célula de TVT 

(Figura 63 y 64). Cuando se inicia el tratamiento, se reduce la cantidad de células en los 

extendidos dificultando analizar la cantidad de AgNORs promedios. 
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Tabla XVI. Valores promedios de AgNOR/ célula de TVT y sus correspondientes 
estadísticos en pacientes que respondieron al tratamiento con vincristina, a los 7 
días de iniciado el tratamiento. 

Caso Promedio 
AgNOR/ cél 

Valor 
Máximo 

Valor 
Mínimo 

Desvío 
Estandar 

Coeficiente 
Variación 

1 1,1 7 0 1.28 1,16 

2 0.9 7 0 1.31 1.45 

3 3.0 11 0 2.44 0.81 

4 1.7 6 0 1.34 0.79 

5 0.8 8 0 1.26 1.57 

1.4 8 0 .57 1 . 12 

7 1.0 5 0 1.38 1.38 

8 1.3 7 o 139 1 .07 

9 0.7 5 O 1.26 1.08 

10 2.0 10 7.58 1 .29 

11 1.9 7 0 1.96 1.03 

12 0.5 5 o 0.97 1.94 

13 0.8 8 0 1.53 1.91 

14 2.6 11 0 2.57 0.99 

Se compararon los promedios de puntos de AgNOR obtenidos mediante tinción en 

muestras citológicas e histológicas en cinco casos de TVT. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla XVII. 
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Figura 60. Números promedios de AgNOR por cada núcleo de células de TVT 
en cortes histológicos de los 2 casos que mostraron resistencia al tratamiento 
con vincristina. 
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Figura 61. Números promedios de AgNOR en pacientes con buena respuesta 
al tratamiento con vincristina, en fase progresiva y regresiva inducida por el 
tratamiento. 
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Variación de AgNORs en función de los días de tratamiento 
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Figura 62. Variación de los puntos AgNORs en tumores en fase progresiva y 
regresiva. Medias con letras diferentes son estadísticamente significativas (p < 
0,05). 

Figura 63. Microfotografía de muestra citológica. (A): se observan puntos 
marrones en el núcleo y nucléolo de las células de TVT correspondientes a los 
AgNORs; (E): presencia de eritrocitos y (N): algunos neutrófilos. Extendido 
hipocelular. Tinción de plata (1000x). 89 



Tabla XVII. Número de puntos AgNOR en muestras citológicas e 
histológicas. 
N° Caso Promedio de AgNOR en Promedio de AgNOR en 

muestras citológicas muestras histológicas 
Caso 6 3.56 2.73 

Caso 8 2.85 2.09 

Caso 9 2.26 3.32 

Caso 10 2.53 2.20 

Caso 11 2.45 2.6 
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Figura 64. Microfotografía de muestra citológica. (A): se observan puntos 
marrones en núcleo y nucléolo de las células de TVT, correspondientes a 
puntos AgNOR. Extendido hipercelular. Tinción de plata (1000x). 
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Los resultados de inmunohistoquímica mostraron una fuerte intensidad en la 

marcación para PCNA, expresado con una coloración intensa amarronada en el núcleo de las 

células tumorales, no observándose diferencias en cuanto a la intensidad de la marcación en 

las muestras obtenidas previo al tratamiento (Figura 65) y 7 días posteriores a iniciado el 

mismo (Figura 66). 

Figura 65. Inmunomarcación con anticuerpos monoclonales para PCNA en 
muestras histológicas en etapa progresiva del desarrollo tumoral. Día O del 
tratamiento. La flecha indica células con intensa marcación (1000x). 

Los porcentajes de marcación para PCNA en los pacientes con TVT que respondieron 

al tratamiento con vincristina presentaron en la etapa progresiva del tumor (día O, previo al 

tratamiento) marcaciones que variaron entre 23,5% y 69,3%, con un promedio de 50,5% ± 
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15,8% y un C.V. de 31%. En los pacientes con TVT, 7 días después de haber iniciado el 

tratamiento (etapa regresiva inducida por la vincristina) fué de 0% a 93,4%, con un promedio 

de 55,2% ± 25,4% y un C.V. de 46% (Figura 67). 

Figura 66. Inmunomarcación con anticuerpos monoclonales para PCNA en 
muestras histológicas en etapa regresiva del desarrollo tumoral. Día 7 después 
de iniciado el tratamiento. La flecha indica células que presentaron intensa 
marcación (1000x). 

Luego de 15 días de haber inciado el tratamiento, en 3 pacientes se obtuvo un 

porcentaje de marcación para PCNA con una variación entre 27% de mínimo y 72,5% de 

máximo, con un promedio de 54,8% ± 24,4% y un C.V. de 44%. 
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En el caso 20, que mostró resistencia al tratamiento con vincristina, los resultados de 

la inmunomarcación para PCNA se muestran en la Figura 68, y en el caso 21, correspondiente 

al paciente que murió como consecuencia del avance del TVT facial, los porcentajes de 

marcación para PCNA se presentan en la Figura 69. 

Se analizaron los datos de los porcentajes de PCNA y a través del test a posteriori 

LSD-Fisher se determinó que no existieron diferencias significativas (p > 0.1818) (Figura 

70). 
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Figura 67. Porcentaje de inmunomarcación para PCNA en 12 casos de TVT 
que respondieron al tratamiento con sulfato de vincristina. 
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Figura 68. Porcentaje de inmunomarcación para PCNA en el caso 20, 
resistente al tratamiento con Vincristina. 
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Figura 69. Porcentaje de inmunomarcación para PCNA en el caso 21, 
resistente al tratamiento con vincristina. 

94 



Variación de porcentaje de PCNA en función de los días de 
tratamiento 
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Figura 70. Variación de los porcentajes de marcación para PCNA. Medias 
con letras iguales, no son estadísticamente significativas (p > 0,05). 

En los tumores de pacientes en que fue realizada la técnica de Ki-67, la 

inmunomarcación fue positiva en 9 de ellos, en tanto que en 3 casos, la marcación fue 

negativa (Tabla XVIII). La marcación de Ki-67, se vió confinada al núcleo de la célula y 

varió entre los casos, aunque no se observó diferencia de intensidad en relación al estadío del 

tumor (Figuras 71 y 72). Los porcentajes de inmunomarcación para Ki-67 en los caninos 

previo al tratamiento fueron de 0,2% a 2,7%, con un promedio de 0,81%, ± 0,90% y un C.V. 

de 110% y posterior al tratamiento los porcentajes fueron de 0,2 a 3,6% con un promedio de 

0,87% ± 1,2% y un C.V. de 138%. 

En la Figura 73 se representan los valores de Ki-67 en 6 animales donde se realizó la 

inmunomarcación previo al tratamiento y luego de 7 días de iniciado el mismo. A pesar de 

encontrarse un promedio de Ki-67 inferior en los tumores en fase de crecimiento, en el 66,7% 

de los animales, el número de células marcadas en relación a los de fase regresiva inducida 

por el tratamiento fue menor. 
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Figura 71. Inmunomarcación con anticuerpos monoclonales para Ki-67 en 
muestras histológicas en etapa progresiva del desarrollo tumoral. Las flechas 
indican las células inmunomarcadas a nivel nuclear (1000 x). 

Figura 72. Inmunomarcación para Ki-67 en muestra histológica en etapa 
regresiva del tumor a los 7 días de iniciado el tratamiento. La flecha indica las 
células inmunomarcadas. (1000 x). 
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Figura 73. Porcentaje de inmunomarcación para Ki-67 en 6 casos de TVT 
previo al tratamiento y una semana posterior al inicio del mismo. 

La técnica de MOAR pudo realizarse con las muestras que fueron procesadas para 

microscopia electrónica convencional. Con esta técnica, se observaron cortes histológicos de 

TVT de los animales previo al tratamiento con una población monomórfica de células 

redondas, dispuestas en nidos o cordones, con una buena diferenciación entre célula y célula 

representada por membranas citoplasmáticas delgadas; los núcleos eran redondos, con 

engrosamiento de la membrana nuclear y nucléolo gigante que caracteriza a las células de 

TVT. El citoplasma fue abundante y claro (Figura 74). 

A medida que se aplicaban las dosis de vincristina, se observó una reducción en la 

cantidad de células de TVT por campo con un incremento de tejido conectivo, fibroblastos, 

linfocitos y células que presentaban procesos de picnosis y cariorexis (Figura 75). Esto es 

coincidente con lo observado con la tinción de H/E. 
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Tabla XVIII. Porcentaje de inmunomarcación para Ki-67 en muestras 
histológicas de caninos con TVT, obtenidas previo y posterior al tratamiento 
con Vincristina. 

Caso Porcentaje de 
positividad para Ki-67 en 

tumores en fase progresiva 

Porcentaje de 
positividad para Ki-67 en 
tumores en fase regresiva 

2 

3 0.2 

4 o o 
0.1

6 0,4 3,6 

7 0,4.3 

8 0,57 

9 0.14 

10 0,5 

15 0,8 

20 o o 

21 2,7 1 .5 

Se procesaron las muestras para microscopía electrónica y se captaron imágenes 

microfotográficas. En una visión general a 5000x, se observaron células tumorales grandes 

con membranas citoplasmáticas que emiten escasas proyecciones de unión interdigital con las 

células adyacentes, las cuales se hacen más evidentes en zonas donde las células se 

encuentran menos empaquetadas. 

El citoplasma se observó abundante con gran cantidad de organelas y vacuolas 

pequeñas y grandes. Las mitocondrias eran pleomórficas, algunas pequeñas y otras de mayor 

tamaño, redondas o ligeramente ovales, se observaron en gran cantidad, con escasas crestas 

mitocondriales y escasa matriz granular. Los aparatos de Golgi fueron pequeños y cercanos a 

la membrana nuclear, con una proliferación en algunos casos de abundante retículo 
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endoplásmico liso y rugoso y ribosomas libres. Algunas células tumorales presentaban 

abundantes inclusiones de vacuolas lipídicas en el citoplasma (Figura 76). 

Figura 74. Microfotografía óptica de corte semifino correspondiente a una 
biopsia en etapa de crecimiento progresivo, previo al tratamiento. Las flechas 
indican células de TVT que presentan nucléolo único y gigante. (MOAR). 
(1000x). 

Los núcleos se observaron vesiculares, de forma redonda o ligeramente oval, de 

tamaño grande, la cromatina era en su mayoría homogénea pero con regiones de acúmulos 

electrodensos distribuídos próximos a la membrana nuclear, la cual presentaba invaginaciones 

(festoneo en la membrana nuclear externa) con una distención de la membrana y una 

separación visible entre la membrana nuclear interna y la externa (Figura 77). Alrededor de la 

membrana nuclear y adyacente a los ribosomas, se observa en algunas células un material 

electrodenso. 
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En los núcleos se observaba un nucléolo grande, prominente, central o desplazado a la 

periferia, de forma redonda u oval, sin una membrana que lo contenga, caracterizado por 

tener una estructura homogénea, amorfa, con inclusiones nucleolares en el mismo (Figura 

78). 

Figura 75. Microfotografía óptica de corte semifino de una biopsia durante 

el tratamiento con vincristina, Se observa incremento de tejido conectivo 

(C), picnosis, cariorexis (B) y menor cantidad de células de TVT (A) 

(MOAR). (1000x). 

En la etapa de progresión tumoral y aún después de iniciado el tratamiento, se 

observaron células en mitosis en grado variable. No se observaron partículas virales. 

A medida que avanzaba el tratamiento con vincristina, se incrementaron las células en 

distintos estadíos de degeneración celular. La degeneración celular se caracterizó por cambios 

inicialmente citoplasmáticos, con reducción del volumen, con incremento de la relación 

100 



núcleo citoplasma, donde se observó una disminución de vacuolas y organelas. 

Aparentemente no se observaron cambios en la cantidad de mitocondrias, presentando menor 

cantidad de crestas mitocondriales. A medida que progresaba el proceso degenerativo, los 

cambios se trasladaban también a nivel nuclear. El núcleo de las células tumorales, se 

presentaba con mayor condensación cromatínica. Las membranas nucleares se encontraban 

más unidas entre sí, mostrándose a manera de un fuerte cordón nuclear (Figura 79 y 80). 

Figura 76. Microfotografía electrónica de células de TVT previo al tratamiento. 
Se observan células grandes con núcleos grandes (N). En este corte no se 
observan los nucléolos. Los citoplasmas abundantes (Cit) muestran numerosas 
organelas: mitocondrias (M), aparato de Golgi (G), retículo endoplásmico 
rugoso (Ret r), vesículas (y), lípidos (lip). (5000x). 
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Figura 77. Microfotografía electrónica de células tumorales de TVT, previo al 
tratamiento. Se observa un núcleo grande (N); nucléolo prominente (n), 
algunas mitocondrias (M), abundantes inclusiones lipídicas (lip), ribosomas 
(R), retículo endoplásmico (Ret). (6000x). 

Con el avance del tratamiento, se observó una disminución en la densidad de células 

neoplásicas morfológicamente íntegras con un incremento de células degeneradas, con 

tendencia a la transformación en células fusiformes. Presentaron mayor número de linfocitos, 

que en muchos casos se encontraban en contacto directo con las células de TVT degeneradas; 

con incremento además de células plasmáticas y neutrófilos (Figura 81), los cuales son más 

abundantes cerca de las áreas necróticas. Se observa además un incremento marcado en la 

cantidad de células fibroblásticas y fibrocitos, morfológicamente más elongadas, 

reemplazando la masa tumoral por tejido conectivo con mayor depósito de colágeno, que va 

dejando aisladas unas de otras a las células tumorales. En los tumores de rápida regresión solo 

unas pocas células redondas mantienen su morfología. Estas células degeneradas presentan 

una retracción en su tamaño, con incremento de la relación núcleo citplasma, citoplasmas más 

espumosos, con vacuolas algunas de ellas muy grandes con aspecto de fagolisosomas. 
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Figura 78. Microfotografía electrónica de células de TVT, previo al 
tratamiento. Se observa un núcleo grande (N); nucléolo único y prominente 
(n), condensaciones cromatínicas (flecha), separación entre membrana 
nuclear interna y externa (punta de flecha), algunas mitocondrias (M), 
abundantes inclusiones lipídicas (lip), ribosomas (R), retículo endoplásmico 
(Ret). (10000x). 

Figura 79. Microfotografía electrónica de células de TVT, en fase regresiva 
durante el tratamiento. Se observa una célula en mitosis (m), vacuolas (V), 
engrosamiento de la membrana nuclear (punta de flecha) y mayor 
condensación de la cromatina (flecha). (5000x) 
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Figura 80. Microfotografía electrónica de células tumorales de TVT en fase 
regresiva. Se observa menor cantidad de mitocondrias (M) y lípidos (lip), y 
engrosamiento de la membrana nuclear (flecha). (12000x) 

Figura 81. Microfotografía electrónica de células tumorales de TVT, en fase 
regresiva, durante el tratamiento con vincristina. Remanente nucleolar 
(flecha), incremento de células degeneradas (Cel D), células fusiformes (Cel 
F), células plasmáticas (Cp), linfocitos (L) y neutrófilos (Ne). (6000x). 
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DISCUSIÓN 



6-DISCUSIÓN 

Del total de caninos ingresados al servicio de Análisis Clínico del Departamento de 

Clínica Animal de la Universidad Nacional de Río Cuarto, se obtuvo que en el 2,03% de los 

casos se diagnosticó TVT, resultando este porcentaje menor a la prevalencia presentada por 

Strakova y Murchison, (2014) en base a la distribución por país presentada en el mapa de la 

Figura 1. 

Los resultados demuestran que en la ciudad de Río Cuarto, provincia de Córdoba de la 

República Argentina, la presentación de TVT en relación al sexo, se caracteriza por un 

predominio en hembras, con un 57,8% en relación a los machos (42,2%), datos que son 

coincidentes con numerosos autores (Flores et al., 1993; Gurel et al., 2002; Ortega et al., 

2003 y Alvarez Espinoza, 2010), si bien, Brown et al., (1980); Calvert et al., (1982); Mac 

Ewen, (1992); Amaral et al., (2004); Murchison (2008) y Strakova et al., (2014), consideran 

que en estudios realizados de TVT de ocurrencia natural no hay predisposición de raza ni 

sexo. Si bien ambos sexos sufren lesiones durante el coito, lo que predispone a la transmisión 

del TVT (Moulton, 1978), coincidimos con Mendoza, (2006) y Ganguly et al., (2013) en que 

no existe una mayor susceptibilidad ligada al sexo, sino que esta mayor incidencia en 

hembras podría ser debido, según ciertas protectoras de animales a la existencia de gran 

número de perras abandonadas respecto a machos en nuestro medio, considerando además 

que un macho portador puede servir a varias perras. 

El intervalo de edad en que se presentaron los casos de TVT (entre 7 meses y 16 

años), fue mayor a los reportados por Gurel et al, (2002) que informa un intervalo de 2 a 10 

arios, Caponi et al., (1999) de 2 a 12 años; Ortega et al., (2003) de 3 a 5 arios y Sousa et al., 

(2000) de 1 a 7 arios, aunque se ha publicado un caso en un cachorro de 4,5 meses (Urna Rani 

y Pazhanivel, 2015). Sin embargo, coincidiendo con la mayoría de los autores, la mayor 

presentación se da entre los 2 y 5 años y si los dividimos en categoría como púberes, adultos 

y gerontes, la mayor cantidad de casos de TVT se presentan en animales adultos jóvenes, 

considerando que éstos son sexualmente activos y como consecuencia de la conducta 

reproductiva de los caninos se incrementa la probabilidad del contacto con células de TVT de 
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animales portadores y la implantación de las mismas en mucosas lasceradas (Brown el al., 

1980; Calvert el al., 1982; Mac Ewen, 1992; Amaral el al., 2004; Murchison, 2008; Strakova 

eta!, 2014). 

Respecto a la raza, la presentación fue mayor en animales cruza o mestizos con un 

porcentaje de 66,7%, siendo superior al publicado por Flores el al., (1993) e inferior al 76,8% 

informado por Bassani Silva, (2008). Esto probablemente se relacione a la mayor 

probabilidad de abandono que tienen los caninos mestizos con respecto a los animales de raza 

pura, transformándolos en un grupo de alto riesgo considerando el hábitat callejero. 

No hay antecedentes que relacionen la aparición del TVT a factores hereditarios, sin 

embargo y coincidiendo con varios autores el 96,7%, de los animales con esta neoplasia, 

fueron de talla mediana y grande; probablemente por la conducta que presentan los dueños de 

permitir que los animales de mayor talla salgan solos a la calle (Gurel el al., 2002, Nak el al., 

2005 y Pineda Cruz et aL, 2010), considerando además que cualquier raza que se imponga 

como gusto del mercado hace que se reproduzca mas y esto aumenta el riesgo de contraer 

TVT en estos animales. Coincidimos con Ganguly el al., (2013) en que el TVT es de muy 

rara presentación en animales de compañía que se encuentren bien supervisados por sus 

dueños. 

El 61,9% de los perros con TVT vivían en la calle o fueron recogidos de la calle por 

sus actuales dueños. Esto explica la mayor prevalencia del TVT observada en países 

subdesarrollados, donde las políticas de control de perros callejeros pueden ser insuficientes. 

En nuestra ciudad hay un escaso control de perros callejeros ya que no existen políticas 

públicas tendientes a disminuir el número de animales en estado de abandono. Tampoco se 

educa a la población con prácticas de concientización como: pasear a las mascotas con 

correas (para limitar el contacto estrecho con caninos de orígenes desconocidos), o mantener 

a los animales en un ámbito domiciliario sin salida libre a las calles. 

La dinámica de la población canina en las distintas regiones, impactaría el resultado 

del muestreo y de la frecuencia detectada de la enfermedad. 
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El 73,3% de las neoplasias observadas fueron de localización genital, coincidiendo 

con Nelson y Couto, (2010). Esto estaría favorecido por el tipo de contacto sexual que tienen 

los perros, el cual es muy prolongado (hasta de 30 minutos o más), con el característico 

"abotonamiento" lo que hace que permanezcan en un contacto físico muy estrecho con altas 

probabilidades de sufrir abrasiones de las mucosas, lo cual contribuye al éxito del trasplante 

del tumor. 

Respecto a lo que plantean Aprea et al., (1994) quienes consideran que la presentación 

en útero es infrecuente, en este estudio retrospectivo, dos de los casos de localización genital, 

presentaban tumoraciones a nivel vaginal y uterino, representando el 2% de la población en 

estudio. Esto demostraría la necesidad de hacer ecografías abdominales y ginecológicas en 

todas las hembras con presentación de TVT genital. 

De la presentación extragenital, se diagnosticaron tumores en mucosa nasal, bucal, 

paladar, maxilar, ganglios, ano, recto, región peri-anal, piel y cavidad abdominal. La más 

frecuente fue en mucosa nasal y en machos; estos resultados son concordantes con los 

hallados por Mendoza Vergaray, (2006), siendo esta diferencia en sexos, significativa 

estadísticamente. No se puede afirmar si existe susceptibilidad ligada al sexo ya que no se ha 

establecido ninguna afirmación al respecto, aunque sí se relaciona a la conducta de lamido y 

olfateo que hacen los machos durante el cortejo. 

El comportamiento epidemiológico del tumor es en gran parte similar a lo observado 

en la bibliografía, por lo que podríamos inferir que estamos frente a un mismo clon celular 

con cariotipos similares a los hallados en los distintos continentes (Flores et al., 2000; Gurel 

et al., 2002; Ortega et al., 2003; Amaral et al., 2004; Mendoza Vergaray, 2006; Murchison, 

2008; Alvarez Espinoza, 2010; Nelson y Couto, 2010; Pineda Cruz et al., 2010; Strakova et 

al., 2014). 

De los casos estudiados un 35% de los perros presenta anemias al momento de 

realizarse el diagnóstico de TVT, estos valores son superiores a los informados por Flores et 

al., (2000) quienes publicaron que un 15% de los animales presenta anemias. En la mayoría 

de los casos (66,6% de los animales) la anemia se comportó como microcítica normocrómica, 
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característica de las anemias por pérdida crónica de sangre que se transforman en anemias 

ferroprivas, que conllevan a una eritropoyesis inefectiva. 

En la medida que el tratamiento avanza, la cantidad de animales que presenta anemia, 

va disminuyendo, a pesar de la quimioterapia datos que no concuerdan con lo expuesto por 

Arce Visales, (2012) quien expresa que el 92,6% de los pacientes tiene disminución de 

eritrocitos en la primera semana de tratamiento. Los resultados en este estudio demuestran 

que, sin que exista en los pacientes un tratamiento estimulador de la hematopoyesis, durante 

la quimioprofilaxis con vincristina se produce una disminución cuantitativa de los valores del 

eritrograma, en un 28% de los animales, recuperándose a los 14 días, en tanto que un 

porcentaje similar de animales que presentaba anemia, se recuperó en la primera semana, por 

lo que, la recuperación observada permite inferir que el cese de la hemorragia es la causa de 

la recuperación hematológica y que el efecto mielosupresor de la vincristina no se refleja en 

la respuesta eritroide con la misma magnitud respecto a otras líneas celulares. 

A diferencia de lo que expresan otros autores (Cohen, 1985; Withrow y Mac Ewen, 

1989; Purohit, 2009), en este estudio no se presentaron casos de animales que cursen con 

policitemia por lo que esta variable no podría ser considerada de valor diagnóstico. 

Los resultados del leucograma son semejantes a los observados por Flores et al., 

(2000), donde el cuadro leucocitario predominante en los animales que presentaban 

leucocitosis fue de neutrofilia, linfopenia, monocitosis y eosinofilia. El 40% de los caninos 

presentó un leucograma caracterizado por leucocitosis, generalmente moderadas, con desvío a 

la izquierda regenerativo leve (10%), con neutrofilia (35%), linfopenia (20%), monocitosis 

(35%), eosinofilia (55%), eosinopenia (5%), lo cual indica que al momento de la consulta los 

animales estaban respondiendo a diferentes estímulos leucopoyéticos, probablemente, debido 

a que la mayoría de los perros presentaban un hábitat callejero, lo cual los expone a 

condiciones sanitarias adversas. La eosinofilia se manifiesta en las etapas previas al 

tratamiento, resultados concordantes con Flores et al., (2000) y Arce Visales, (2012) y se 

mantiene sin diferencias significativas durante los 7, 21 y 28 días siguientes al inicio de la 

quimioterapia, aunque, la cantidad de animales que cursan con eosinofilia tiene una tendencia 
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a disminuir a medida que avanza el tratamiento con vincristina y que se reducen las células 

neoplásicas en las biopsias analizadas. El mecanismo responsable de la eosinofilia no es 

conocido; sin embargo, el persistente incremento de eosinófilos en caninos con TVT, según 

Hill etal., (1984), podría deberse a un factor eosinofilotáctico asociado al tumor. 

La disminución del número de leucocitos en el 100% de los pacientes, observada entre 

los 7 y 14 días de iniciarse el tratamiento, con una verdadera neutropenia en el 45% de los 

casos, demuestra el efecto mielosupresor selectivo para la serie neutrofílica producida por la 

vincristina en pacientes que cursan con TVT. 

Los valores promedios de plaquetas de 285,22 x 1064.11 se encuentran dentro de los 

valores de referencia en los animales con TVT en fase progresiva, con un porcentaje de 

animales que cursan trombocitopenia tanto en la etapa progresiva como en la regresiva, 

porcentajes que son semejantes a los reportados por Flores et al., (2000). Los animales con 

trombocitopenia, podrían presentar exacerbación de los signos hemorrágicos (Nelson y 

Couto, 2010). A los 7 días de iniciado el tratamiento se observa un leve incremento en el 

número promedio de plaquetas con una disminución en la cantidad de pacientes que presentan 

trombocitopenias, probablemente debido a una estimulación de la vincristina sobre la 

liberación de plaquetas de los megacariocitos, efecto que es transitorio ya que si bien el 

número de plaquetas se mantiene a lo largo del tratamiento, la cantidad de pacientes 

trombocitopénicos vuelve a aumentar en los 14 y 21 días post tratamiento. 

El perfil bioquímico básico usado (ALT, urea y creatinina), no presentó alteraciones 

durante el tratamiento con vincristina, lo que sugiere que la funcionalidad hepática y renal no 

estaría seriamente comprometida como consecuencia del tratamiento, si bien es necesario el 

control bioquímico previo a una quimioterapia, para tener una visión de las posibilidades de 

metabolización, activación y eliminación de los agentes citotóxicos (Flores et al., 2000). 

Los valores promedios de PT, Alb, Glob, al, a2, f31, yl y y 2, se encontraron dentro 

de los valores de referencia para la especie canina, en tanto que, las concentraciones de 32 

globulinas se observaron en el límite superior del valor de referencia ó ligeramente 

incrementada. Entre las globulinas que corren en esta fracción, está la 32 microglobulina, y 
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sus valores séricos reflejan el grado de activación del sistema inmune, pudiendo ser utilizados 

como marcadores en procesos tumorales (Gazapoa et al., 1996). Este incremento de las p-
globulinas podría relacionarse a los mecanismos inmunológicos de control del TVT (Cohen et 

al., 1984; Yang et aL, 1987). 

En concordancia con estudios previos realizados por Calvet, (1993); Nak et al., 

(2005); Ramirez Perez et al., (2011); Hantrakul et al., (2014), la respuesta al tratamiento con 

sulfato de vincristina vía endovenosa a dosis de 0,5 a 1 mg/m2 de superficie corporal (0,025 

mg/Kg) cada 7 días, fue buena, lográndose en coincidencia con otros autores (Calvet, 1993; 

Tella et al., 2004; Nalc etal., 2005; Ramirez Perez et al., 2011) una recuperación completa en 

el 85% de los pacientes y una respuesta dispar en cuanto a la cantidad de aplicaciones de 

quimioterapia necesarias para reducir completamente el tumor, que en este estudio fue de 3 a 

7 dosis (con una media de 4,59); no observándose recidiva en el período de uno a dos arios 

siguientes. La respuesta lograda confirma la eficacia del uso del sulfato de vincristina como 

monodroga en la quimioterapia del TVT, lo que concuerda con los datos reportados por 

Hantrakul et al., (2014). Al igual que Purohit, (2009), observamos que la involución del 

tumor post tratamiento es gradual aunque es particularmente notorio al comienzo del mismo. 

El 15% de los pacientes en estudio, no tuvieron una buena respuesta al tratamiento. 

Dos de ellos fueron resistentes al sulfato de vincristina a la dosis programada. Se debe 

considerar una resistencia a la quimioterapia con vincristina si luego de 6 ciclos de 

tratamiento, permanece una masa tumoral residual (Da Silva et al., 2014). Uno de los 

mecanismos que podrían llevar a esta resistencia estarían relacionados según estudios 

realizados por Gaspar et al., (2010) y Da Silva et al., (2014) a la sobreexpresión de una 

glipoproteína, la P-gp (Permeability glycoprotein), pero esta hipótesis no fue testeada. 

La muerte de la paciente pekinés, con TVT localizado en cara, paladar y metástasis a 

ganglio regional, cuyo estado de salud al momento del diagnóstico estaba muy 

comprometido, demuestra que la detección tardía de la neoplasia puede afectar seriamente la 

respuesta al tratamiento y la recuperación del paciente y valida lo informado por Daleck et 
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al., (1987); Boscos y Ververidis, (2004) en relación a que el tratamiento tiene mayor 

probabilidad de éxito si se realiza en estadíos iniciales de la enfermedad. 

La gran cantidad de células neoplásicas observadas en los extendidos citológicos, 

demuestra que el TVT es un tumor muy exfoliativo. De acuerdo con Cangul (2001), Guvenc 

et al., (2002), Ulkar et al., (2012) y Kutzler, (2013), observamos que la morfología, tiene 

algunas características semejantes a otros tumores de células redondas (en particular los 

histiocitomas y los linfosarcomas), por lo que, el uso de técnicas que expresen con mayor 

detalle las características morfológicas de las células como la microscopía óptica de alta 

resolución (MOAR) y la microscopía electrónica de transmisión, pueden ser muy útiles 

(Santos et al., 2005). 

La observación de un mayor número de neutrófilos y bacterias en los extendidos 

realizados por improntas, indicarían una tendencia frecuente de infección y contaminación en 

la superficie de los tumores lo que podría modificar las características macroscópicas del 

mismo justificando las diversas variables observadas. 

Morfológicamente se observaron algunas diferencias entre las células de TVT lo que 

coincide con las descripciones hechas por Amaral et al., (2004 y 2012) y Flórez et al., (2012), 

en cuanto a la presencia en los extendidos de células de TVT de aspecto diferente, unas más 

redondeadas, con un citoplasma finamente granular que contiene escasas vacuolas, con 

núcleos centrales, redondos, de cromatina gruesa y con uno o 2 nucléolos, caracterizadas 

como células linfocitoides y otras células algo mas ovoides, con mayor cantidad de 

citoplasma, abundantes vacuolas claras y con un núcleo localizado excéntricamente, 

clasificadas como plasmocitoides. 

La elevada sensibilidad de la citología como prueba complementaria de diagnóstico, 

hace de la técnica un elemento de gran ayuda, debido a que preserva y resalta mejor las 

características morfológicas tanto citoplasmáticas como nucleares de la célula neoplásica y de 

acuerdo con UrCar et al., (2012) puede servir como prueba diferencial en aquellos casos en 

que el análisis histopatológico genere dudas respecto a la identificación del tumor 

particularmente por su semejanza a los histiocitomas (Thangathurai et al., 2008). La 
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simplicidad de la técnica, la rapidez en la obtención de los resultados y los bajos costos la 

transforman en la técnica de elección en el primo-diagnóstico, teniendo en cuenta que la 

historia del paciente y el examen físico tienen un rol fundamental en el diagnóstico. 

La presencia de linfocitos, células plasmáticas y macrófagos con basofilia y 

vacuolización se puede correlacionar según Tella et al., (2004) y Ule'ar et al., (2012) con los 

hallazgos de que este tumor tiene una interacción fuerte con el sistema inmune a través de 

linfocitos T y células natural killer (NK), también llamados linfocitos que infiltran el tumor 

(TILs). Es posible que durante la etapa de crecimiento progresivo del tumor, las células de 

TVT bloqueen la respuesta inmune, pero la misma se reactiva luego de la citorreducción del 

TVT inducida por la quimioterapia. Coincidimos con Flores et al., (1997) y Santos et al., 

(2005) en que la vincristina conduce al tumor a una fase de regresión con una marcada 

respuesta inmune local, donde el porcentaje de linfocitos, células plasmáticas y macrófagos, 

se incrementa significativamente, siendo esto evidente tanto en el diagnóstico citológico, 

histopatológico, (MOAR) y microscopía electrónica. Tella et al., (2004) sugieren que al 

efecto de la vincristina, se le suma el control localizado del TVT mediado por anticuerpos y 

una respuesta de inmunidad celular mediada por el complejo mayor de histocompatibilidad 

asociado a linfocitos T. 

Como consecuencia del tratamiento con vincristina, la proliferación de células 

tumorales se detuvo en el 85% de los casos, y en los estudios histológicos y de ultraestructura 

aumentaron las células degeneradas, los linfocitos, células plasmáticas y macrófagos, además, 

el parénquima tumoral ubicado alrededor de los vasos intratumorales se desorganizó y hubo 

un incremento significativo de las fibras de colágeno. Estos resultados son coincidentes con 

Gonzalez et al., (2000) y Vargas Gonzalez, (2003). La gran síntesis de colágeno observada 

en los tumores en fase regresiva inducida por la vincristina, podría relacionarse a una 

diferenciación in situ de las células tumorales más que a una infiltración de fibroblastos (Hill, 

1984). Esto estaría relacionado a las observaciones ultraestructurales de vacuolas de colágeno 

en el citoplasma de la célula de TVT. 
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Las frecuentes mitosis observadas tanto en muestras citológicas como 

histopatológicas, indican la naturaleza progresiva de las células turnorales. 

El IM obtenido a partir de las tinciones de H/E de los cortes histológicos de los 

caninos que no respondieron al tratamiento (0,46%) tuvo un promedio menor aunque 

semejante respecto al IM de los caninos que respondieron al tratamiento (0,57%), con un 

coeficiente de variación muy elevado debido a la gran amplitud observada en los porcentajes 

de las tres muestras. 

Los pacientes que respondieron efectivamente al tratamiento con sulfato de vincristina 

presentaron un IM superior al basal a los siete días de iniciado el tratamiento, aunque la 

diferencia no fue estadísticamente significativa, a pesar de observarse una disminución en el 

tamaño de la masa tumoral en la mayoría de los animales y la reducción importante y 

estadísticamente significativa del IM se produjo recién, con la 2da dosis de vincristina 

coincidiendo con los trabajos de Santos et al., (2011) que obtuvieron IM más bajos en 

tumores en fase regresiva y de Tella et al., (2004), quienes observaron que en la cuarta 

administración de vincristina (día 28) las células tumorales se vuelven más compactas con 

una considerable fibroplasia y sin figuras mitóticas. 

Sin embargo, hay que considerar que el IM detecta sólo las células que están en 

mitosis, y no permite observar el resto de las fases del ciclo celular. Su principal defecto es la 

falta de estandarización y la baja capacidad para reproducir esta prueba (Hall y Levison, 

1990; Linden etal., 1992; Madewell, 1997). 

Con el fin de evaluar el pronóstico del TVT tanto por su presentación como por su 

respuesta al tratamiento se realizó el recuento de partículas de AgNOR en forma manual e 

individual, similar a lo realizado por autores como Palomo González et al., (2002), Rocher et 

al., (2000) y Vargas Gonzalez, (2008). El método del AgNOR tiene algunos límitaciones 

originados en factores propios de la técnica y en la lectura de los resultados. La técnica tiene 

puntos críticos como son el tipo de fijador usado y el tiempo de la reacción que es 

dependiente de la temperatura y que oscila entre 20 y 60 mm , con un tiempo medio de 25 
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mm , coincidiendo con Derenzini, (2000); Rocher el al., (2000); Treré, (2000). En la lectura 

de los resultados, influye la agrupación extrema de partículas cuya superposición dificulta el 

recuento diferencial y también influyen los depósitos inespecíficos de Ag (fondo o 

"backgraund"), producidos como consecuencia del fijador empleado (formol tamponado al 

10%), que en muchos casos forman agregados inespecíficos como puntos pequeños dispersos 

en la zona nuclear que no presentaban las características propias del AgNOR (Treré, 2000), 

que pueden confundir al operador y que según Rocher el al., (2000) pueden reducirse 

recurriendo al lavado con tiosulfato de sodio al 1% durante 5 min. El criterio elegido para la 

determinación del número de partículas es fundamental y debe insistirse en un método que 

permita la estandarización, ya que la técnica es sencilla pero rigurosa. El observador debe ser 

meticuloso, contando solo las partículas discernibles aunque se encuentren agrupadas para 

poder obtener resultados reproducibles y comparables (Rocher el al., 2000) ya que la técnica 

es accesible para ser usada de manera rutinaria y paralela a técnicas histopatológicas y 

citológicas. 

En los animales que mostraron resistencia al tratamiento, el número de AgNOR 

promedio por célula de TVT (de 4,1 ± 1,6), fue superior respecto al observado en los 

animales con buena respuesta al tratamiento (3,1 ± 1,3) y en ambos casos fue superior al 

observado por Rodríguez el al., (2010) quien obtuvo un promedio de 1,53 ± 0,87 y Vargas 

Gonzalez, (2008), que obtuvo 2,07 ± 0,3. Las diferencias encontradas en cuanto al número de 

partículas AgNOR / célula de TVT con otros autores (Rodriguez et al., 2010) estaría 

relacionado a los criterios usados en cuanto al recuento de los grupos compactos como una 

sola partícula, obteniendo diferencias mucho menores. 

El número de partículas de AgNOR se redujo a los 7 dias de iniciado el tratamiento en 

los animales que presentaron buena respuesta a la vincristina, en tanto que, en los pacientes 

que no respondieron correctamente al tratamiento se observaron leves incrementos de los 

mismos, por lo que, la caracterización en base a parámetros de cuantificación de los AgNORs 

en la célula del TVT canino permitiría establecer pautas para poder evaluar el pronóstico y 

evolución del TVT canino, como se realiza en otras neoplasias (Santos el al., 1998; Pich, 

2000; Rodríguez el al., 2010). 
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Sin embargo, el número de AgNOR observado en células de TVT es superior a los 

encontrados en muchas neoplasias malignas por lo que coincidimos con Vargas Gonzalez, 

(2008), en que el número de AgNOR estaría mas asociado a una mayor tasa de proliferación 

celular que a un comportamiento maligno. Se podría postular, que la alta presencia de 

proteínas argirófilas en el TVT, se asociaría a células en proliferación celular con una cinética 

más corta del ciclo celular, que produciría mayor cantidad de ribosomas, proteínas y AgNORs 

por unidad de tiempo durante la interfase (Santos et al., 2011), ya que según expresa 

Derenzini, (2000), el número de los AgNORs en interfase está estrictamente relacionado a la 

actividad transcripcional del ARNr y en las células en constante proliferación está 

relacionado a la velocidad de la proliferación celular. 

Considerando la distribución de los puntos argirófilos en la célula de TVT, tal cual lo 

detalla Santos et al., (2005), no se observaron patrones que permitan sospechar la naturaleza 

de mayor o menor agresividad del tumor. En la mayoría de los casos se observaron todos los 

casos posibles de distribución de las partículas de AgNOR con predominio de la distribución 

aislada y difusa y cubriendo todo el nucléolo, según los caracteriza Santos et al., (2011), 

excepto en uno de los tumores resistentes que presentó una distribución en cadena y en la 

periferia del núcleo. 

Los resultados obtenidos en las tinciones citológicas, logrando extendidos de buena 

calidad, permitieron hacer un análisis de los agregados, resultando una técnica más rápida que 

trabajar con cortes histológicos y permitirían usar la técnica de tinción de plata para la 

evaluación de los AgNORs en la evaluación del paciente. Tienen como desventaja que con el 

avance del tratamiento el número de células neoplásicas en los extendidos, se reduce al punto 

de dificultar un contaje celular representativo. 

Los valores de porcentajes de Ki-67 fueron similares a los obtenidos con los 

porcentajes de mitosis, aunque el antígeno de Ki-67 tiene una vida media corta, siendo 

degradado una hora después de la mitosis. Esto garantiza que las células que han salido del 

ciclo celular ya no presenten el antígeno (Alves, 1999; Santos et al., 2005). 
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En 3 de los pacientes no se obtuvieron inmunomarcaciones positivas para Ki-67. El 

porcentaje de inmunomarcación para Ki-67 de los animales previo al tratamiento fue de 

0,81% ± 0,9% y posterior al tratamiento fue de 0,87% ± 1,2%; en ambos casos fueron 

inferiores a los publicados por otros autores (Guvenc, 2002; Greatti et al., 2004; Bassani 

Silva, 2008; Santos et al., 2011). 

A pesar de encontrarse un promedio de Ki-67 inferior en los tumores en fase de 

crecimiento, en relación a la etapa regresiva del tumor, en el 66,7% de los animales tratados, 

el número de células marcadas en la fase regresiva inducida por el tratamiento (a los 7 días de 

iniciado) fue menor, sugiriendo que en esta etapa del crecimiento tumoral, la actividad de 

proliferación celular está disminuida. 

En nuestra observación, el método imnunohistoquímico con PCNA presentó 

porcentajes de inmunomarcación de 50,5% ± 15,8% en los tumores en fase progresiva, 

coincidiendo con lo expresado por Ganguly et al., (2013) y de 55,2% ± 25,4% en los tumores 

en fase regresiva inducida por la vincristina. Las imágenes observadas respecto a la 

inmunomarcación para PCNA en las muestras tanto previo como posterior al tratamiento, 

fueron comparables con las publicadas por Gupta y Sood, (2012) quienes realizaron un 

estudio inmunohistoquímico en dos casos de TVT primario extragenital donde observaron 

una inmunoexpresión de fuerte intensidad, aunque, el porcentaje de inmunomarcación 

obtenido en este estudio, fue inferior a los observados por dichos autores, quienes publicaron 

un 60 y 80-90% para cada caso. 

De acuerdo con Griffey et al., (1999) y Vargas Gonzalez, (2008), la elevada 

marcación para PCNA y esta variabilidad en los resultados, podría deberse a su larga vida 

media (20 hrs) que podría sobreestimar el índice de proliferación de la neoplasia 

inmunomarcando células que han dejado recientemente el ciclo celular y en las cuales aún se 

podría detectar la presencia de PCNA no degradado (Linden et al., 1992). 

Además, debería considerarse que si bien el PCNA juega un rol fundamental en la 

replicación del ADN y por ello es considerado un marcador de proliferación celular, también 

está involucrado en los mecanismos de reparación del ADN y en menor grado, en generar 
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seriales negativas para la detención de la progresión del ciclo celular (Maga y Hübscher, 

2003; Gupta y Sood, 2012), estos dos últimos procesos podrían estar activos en la fase 

regresiva del tumor, lo cual justificaría los porcentajes obtenidos posterior al inicio del 

tratamiento. 

La técnica de MOAR permitió observar la estructura tumoral con mayor detalle y 

definición si lo comparamos con la técnica histopatológica convencional de H/E. Con dicho 

procedimiento se logró una mayor resolución de cada una de las estructuras analizadas, donde 

se resalta con mayor definición el engrosamiento de la membrana nuclear y el característico 

nucléolo. Coincidente con lo observado con la tinción de H/E, a medida que se aplican las 

dosis de vincristina, se reduce la cantidad de células de TVT por campo y se incrementan los 

linfocitos, fibroblastos con abundante tejido conectivo y células que presentaban procesos de 

picnosis y cariorexis. 

Las características ultra estructurales de la célula de TVT son semejantes a las 

descriptas por otros autores, mostrando cambios citoplasmáticos y nucleares por efecto de la 

vincristina. 

Coincidiendo con Hill et al., (1984), en la etapa progresiva del crecimiento tumoral, la 

ultra estructura observada en la mayoría de las células es compatible con un metabolismo 

activo y un incremento de la actividad de síntesis proteica, lo suficientemente importante 

como para involucrar a los ribosomas, gránulos, material electrodenso perinuclear y 

membrana nuclear, que se distiende. 

Los tumores en fase regresiva, muestran células tumorales más fusiformes con 

vacuolas de colágeno, sugiriendo una diferenciación hacia células fibroblásticas (Hill et al., 

1984; Yang, 1988). 
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7-CONCLUSIÓN 

En nuestra región el TVT es un tumor de localización principalmente genital con una 

mayor presentación en hembras, entre los 2 y 5 arios de edad, siendo poco frecuente en 

cachorros y gerontes. La raza más afectada es la mestiza, por ser un grupo de mayor riesgo si 

lo relacionamos a que la mayoría de los animales con TVT son perros vagabundos que han 

sido rescatados de la calle. 

Se comporta como una neoplasia benigna debido al bajo porcentaje de metástasis pero 

localmente es muy agresiva. En general presenta una buena respuesta al tratamiento con 

sulfato de vincristina, pero la detección tardía de la neoplasia, cuando se encuentra en un 

estado avanzado con metástasis ganglionar, pone en riesgo la vida del animal. 

Del perfil hematológico, los cuadros de anemia, leucocitosis, neutrofilia, monocitosis 

y eosinofilia se relacionan con el TVT. La eosinofilia, al ser la variable más frecuentemente 

observada, puede considerarse como un signo paraneoplásico en el TVT. 

El tratamiento con vincristina afecta selectivamente la serie neutrofílica produciendo 

leucopenias con neutropenias severas. Los valores hematológicos basales y los controles 

durante el tratamiento son elementos de juicio importantes para las decisiones terapéuticas y 

para el control post tratamiento. 

La citología como herramienta de diagnóstico permite aplicarla con un amplio margen 

de seguridad debido a su alta sensibilidad, transformándola en una herramienta en el 

diagnóstico de rutina. La histopatología y la microscopía óptica de alta resolución permiten 

realizar el diagnóstico del TVT, aunque a través de MOAR se obtienen imágenes de mayor 

definición. 

Las células de TVT sufren cambios ultraestructurales como consecuencia del 

tratamiento con tendencia a la transformación en células fusiformes, una retracción en su 

tamaño, con incremento de la relación núcleo citplasma, citoplasmas más espumosos, con 

incremento de vacuolas, sugiriendo una diferenciación hacia células fibroblásticas. 
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La vincristina produce una reducción del tumor con una fuerte respuesta inmune local, 

con células neoplásicas degeneradas y un reemplazo de la masa tumoral por tejido conectivo. 

Estos cambios son observados tanto a nivel histológico como ultraestructural. 

El contaje de células en mitosis (IM) puede ser una herramienta útil en el diagnóstico 

y pronóstico del TVT y más aún si se usa junto a otros marcadores de proliferación celular. 

La cuantificación de AgNOR estaría más asociado a una mayor velocidad de 

proliferación celular que a un comportamiento maligno y su determinación tempranamente, 

luego de iniciada la quimioprofilaxis, es de utilidad pronóstica para seguir el tratamiento y 

evolución del TVT, permitiendo al clínico tomar decisiones tempranas en relación a 

modificaciones en la terapia o uso de terapias alternativas. Sin embargo, es fundamental 

encontrar un método de determinación de AgNOR que permita la estandarización, para poder 

obtener resultados comparables. 

El mayor número de AgNORs observados en fase progresiva de TVT comparado con 

algunos tumores malignos, indicaría que está relacionado a la velocidad del ciclo celular más 

que al comportamiento biológico. 

El uso de este marcador de proliferación celular en muestras citológicas abre la 

posibilidad de obtener diagnósticos más rápidos y realizar el seguimiento del tumor. Debe ser 

considerada una técnica complementaria al diagnóstico citológico. 

Los porcentajes de Ki-67, descienden en la mayoría de los animales tratados con 

vincristina en la fase regresiva del tumor, luego de la primer semana de tratamiento. Junto con 

AgNOR, son marcadores de proliferación celular capaces de distinguir la fase de crecimiento 

progresivo y regresivo del TVT. 

PCNA podría sobrestimar el índice de proliferación del TVT debido a su larga vida 

media, siendo además un indicador de reparación del ADN. 
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Las herramientas metodológicas empleadas en este trabajo permiten presentar 

resultados epidemiológicos, en tanto que, las técnicas inmunohistoquímicas aportan datos 

cuantitativos para el diagnóstico de TVT y el pronóstico de la terapéutica utilizada. 
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