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RESUMEN

Los erizos de tierra han adquirido un importante rol como mascotas en
diversos paises. Esta especie tiene predisposicién a desarrollar lesiones
orales, incluyendo la presencia de tumores. La mayoria de estas lesiones
son neoplasias malignas con mal pronéstico; sin embargo, algunas son
neoplasias benignas o lesiones no neoplasicas. Es por ello que es
fundamental la evaluacién completa de la cavidad oral durante el examen
clinico rutinario, ya que identificar adecuadamente un tumor oral permitira
establecer un diagndstico y prondstico preciso. El objetivo de este estudio
fue caracterizar clinica y patolégicamente lesiones neoplasicas orales de
erizos de tierra. Durante un afio, 21 individuos fueron diagnosticados con
un tumor oral, de los cuales se obtuvo muestras de tejido. 52% fueron
hembras y 48% machos y el rango de edad fue 2 a 6,5 afios (mediana =
4,3 afos). Diecisiete (81%) casos fueron carcinoma de células escamosas
(CCE) poco diferenciado (Grado 3), 2 fiboromas odontogénicos periféricos
(9,5%), un sarcoma indiferenciado (4,8%) y un hemangiosarcoma (4,8%).
La morfologia microscopica de estas neoplasias fue similar a la descrita en
otras especies domésticas. Macroscopicamente, el CCE se presentdé como
un tumor altamente invasivo ulcerativo o nodular, ocasionando una
deformacion facial en todos los ejemplares. Las otras neoplasias fueron
polipos no invasivos con buen prondstico posterior a la extirpacion
quirdrgica. Se detectd expresion de Ki67, VEGFR-2 y COX-2 en la
mayoria de las muestras de CCE oral. En particular, sélo la expresion de
VEGFR2 fue significativamente (p = 0,01) mayor en CCE en relacion con
la hiperplasia gingival. En conclusion, la mayoria de los tumores de
cavidad oral en erizos de tierra fueron altamente malignos y fueron
diagnosticados como CCE poco diferenciado. Adicionalmente, los tumores
orales pueden ser similares en su aspecto, en etapas tempranas; sin
embargo, histolégicamente pueden tener diagnésticos y prondsticos
distintos. Entonces, ante la deteccion de una masa oral se debe realizar
un estudio histoldgico junto con el examen clinico completo.

Palabras Clave: Atelerix albiventris, erizo de tierra, tumor oral, carcinoma
de células escamosas oral



SUMMARY

African pigmy hedgehogs have become popular pets in several countries.
One of the main medical concerns in this species is their propensity to
develop oral lesions, many of which are tumors. Most of these masses are
malignant neoplasms with poor prognosis; however, some of them are
benign neoplasms or non-neoplastic lesions. Since the examination of the
oral cavity is an important part of routine veterinary check-ups, recognizing
these lesions can improve diagnosis and prognosis. The purpose of this
study was to establish a clinic and pathologic characterization of oral cavity
neoplasms presented in hedgehogs. Tissue samples were obtained from
twenty-one privately owned hedgehogs that were diagnosed with oral
cavity masses during a one-year period. 52% were female and 48% male
and the ages ranged from 2 to 6.5 years (median = 4,3 years). Seventeen
(81%) cases were diagnosed as poorly differentiated squamous cell
carcinomas (SCC), 2 peripheric odontogenic fibromas (9,5%), one
undifferentiated sarcoma (4,8%) and one hemangiosarcoma (4,8%). It is
important to remark that the microscopic morphology was similar to that
described in other domestic animals. At gross examination, SCCs were
highly invasive masses that could be ulcerative or nodular, causing face
deformation in all cases. The other masses were non-invasive, polypoid
and exhibited a good prognosis after surgical excision.
Immunohistochemical expression of some cancer biomarkers were
assessed in the SCC samples. There were Ki67, VEGFR-2 and COX-2
expression in almost all samples of SCC. A statistical significance
association (Fisher exact test) was determinated between VEGFR-2
expression and SCC (p = 0,01). In conclusion, most of the oral cavity
masses of African hedgehogs are highly malignant and the majority were
poorly differentiated SCC. Also, it is important to remark that oral masses
could be similar grossly, especially in initial stages, however histologically
different diagnoses and prognosis could be made. Therefore, if an oral
mass is detected, a throughout physical examination should always be
accompanied with a histologic study.

Key words: Atelerix albiventris, hedgehog, oral tumor, oral squamous cell
carcinoma



INTRODUCCION

Los erizos de tierra Africanos (Atelerix albiventris) se han convertido en
mascotas exoéticas muy populares en diversos paises, ya que tienen gran
aceptacion por parte de personas que habitan en viviendas pequefias y con poco
espacio disponible, ademas de ser mascotas interactivas e interesantes (lvey y
Carpenter, 2012). En general, el manejo que requieren es poco demandante, de
modo que son considerados una mascota ideal para individuos que presentan un
horario de trabajo o estudio sobrecargado con una limitada cantidad de tiempo
libre (Ivey y Carpenter, 2012). Especificamente en Chile, segun lo reportado por
un criadero de estos animales, existe un alto nUmero de personas que han
decidido ser propietarios de estas mascotas (Guzméan, 2016). Como
antecedente, solo en este criadero, se vendieron 220 erizos de tierra durante el
afio 2015 (Guzman, 2016)*.

La expectativa de vida de estos animales es de 5 afios y en casos
excepcionales, hasta 8 afos (Heatley et al., 2005). A lo largo de su ciclo vital,
esta especie puede desarrollar diversas lesiones a nivel de la cavidad oral, tales
como placa dental, enfermedad periodontal y tumores de diversa indole
(Chaprazov, et al., 2013). En cuanto a esto Ultimo, estos suelen corresponder a
neoplasias malignas que tienen una alta frecuencia de presentacion en animales
de 3 a 5 afios de edad (Ilvey y Carpenter, 2012). No obstante, los reportes acerca
de enfermedades presentadas por erizos de tierra son escasos Yy los estudios
descritos en el &rea de oncologia de cavidad oral son menos frecuentes auln, por

lo que es importante explorar esta area.

En Chile, debido a la gran poblacién de erizos de tierra ya descrito e
interés de los propietarios por realizar revisiones veterinarias periédicas, se ha
detectado una elevada cantidad de estas mascotas con lesiones tumorales en
cavidad oral. Ante esta realidad, en el presente estudio se analizaron los cambios
morfoldgicos y la expresion inmunohistoquimica de biomarcadores de cancer de
lesiones tumorales orales, con el objetivo de caracterizar dichas lesiones.

1 GUZMAN, E. 2016. [Comunicacion Personal]. Propietaria de Tus Mascotas, Criadero de Erizos de tierra. Santiago,
Chile



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El erizo de tierra mantenido en cautiverio proviene del erizo de tierra
pigmeo de Africa central, perteneciente a la familia Erinaceidae (Lennox y
Miwa, 2016). Debido a su origen, estos animales son nocturnos, solitarios,
muy activos y se encuentran adaptados a ambientes cuya temperatura no sea
inferior a 22 °C. En vida libre, sus habitos alimentarios son omnivoros, pero en
cautiverio son alimentados con una dieta insectivora comercial o extruido para

gatos (lvey y Carpenter, 2012).

En general, se recomienda que los propietarios de estas mascotas los
lleven a control veterinario de manera semestral. Ello debido a que los erizos
de tierra no suelen manifestar signos clinicos evidentes, sino que estos sélo
son detectados cuando el ejemplar tiene un dafio organico severo y avanzado
(lvey y Carpenter, 2012). Los animales mencionados tienen predisposicién a
generar diversas enfermedades entre las que se encuentran enfermedad
periodontal, exoftalmia traumatica, bronconeumonia, cardiomiopatia dilatada,
gastroenteritis bacteriana, insuficiencia renal, pélipos endometriales,
estrangulamiento de extremidades anteriores o posteriores por pelos o hilos,
sindrome del erizo tambaleante, acariasis por Caparinia tripilis, pioderma y
neoplasias (carcinoma de células escamosas oral, adenocarcinoma uterino,
adenocarcinoma de glandula mamaria, linfoma intestinal, mastocitoma
cutdneo, hemangiosarcoma cutaneo, fibrosarcoma, entre otros) (Gardhouse y
Eshar, 2015; Ivey y Carpenter, 2012).

Respecto a la cavidad oral, estas mascotas poseen una dentadura
difiodonta y braquiodonta (anelodonta); sus dientes deciduos se sustituyen por
una denticibn permanente a la novena semana de vida. Estas mascotas
presentan 36 piezas dentales, cuya formula es 2(1 3/2, C 1/1, P 3/2, M 3/3)
(Lennox y Miwa, 2016). Resulta relevante conocer la anamnesis del ejemplar

al momento de examinar la cavidad oral, ya que la dieta tendria un efecto
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sobre las caracteristicas de las piezas dentales y/o encia. Considerando que
algunos erizos de tierra no permiten realizar un examen clinico oral completo,
se recomienda emplear anestesia general inhalatoria con isofluorano o
sevofluorano para llevarlo a cabo (Chaprazov et al., 2013).

En diversos animales domeésticos, los tumores 0 masas localizadas en
cavidad oral son comunes y pueden ser de distinta naturaleza como
malformaciones, inflamacion o neoplasias (Uzal et al., 2016). La presentacion
de estas masas varia segun la especie, lo que genera diferencias en
incidencia, localizacion y curso clinico-patolégico (Lee et al., 2005; Mauldin y
Peters-Kennedy, 2016). Por esto, es necesario establecer una diferenciacion
histolégica que permita diferenciar las lesiones tumorales neoplasicas de
aguellos tumores no neoplasicos. Las masas no neoplasicas corresponden a
tejido epitelial o mesenquimal con crecimiento aberrante y comportamiento
benigno y suelen corresponder a una respuesta reactiva ante inflamacién
cronica (Uzal etal.,, 2016). En el caso de lesiones neoplasicas, su origen
puede ser epitelial, neuroendocrino, melanocitico, mesenquimal o

hematopoyético (Baba y Catoi, 2007).

Estudios retrospectivos y reportes de casos de neoplasias o lesiones
tumorales en cavidad oral de erizos de tierra son escasos. Se ha
documentado que estos animales tienen predisposicion a desarrollar lesiones
orales incluyendo enfermedad periodontal (placa dental, tartaro), gingivitis
bacteriana, absceso periodontal (Chaprazov etal., 2013), osteomielitis
(Martinez et al., 2005), hiperplasia gingival (Lennox y Miwa, 2016) y neoplasias
orales (Juan-Sallés y Garner, 2007). En relacibn a las neoplasias, se
mencionan casos de carcinoma de células escamosas (CCE), fibrosarcoma
(Raymond y Garner, 2001), fiboroma odontogénico periférico (Wozniak-Biel
et al., 2015), osteocondroma (Peauroi et al., 1994) y osteosarcoma (Lennox y
Miwa, 2016). Los signos clinicos asociados a estas lesiones incluyen hiporexia

0 anorexia, disfagia, ptialismo, inflamacién o deformacién orofacial, presencia
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de sangre, halitosis, gingivitis y pérdida de piezas dentales (Heatley et al.,
2005; Ivey y Carpenter, 2012; Chaprazov et al., 2013; Lennox y Miwa, 2016).

El CCE es la tercera neoplasia mas comunmente diagnosticada en
erizos de tierra, después del adenocarcinoma de glandula mamaria y linfoma
(Greenacre, 2004; Heatley et al., 2005). El primer reporte de CCE en Atelerix
albiventris fue en 1992, donde Rivera y Janovitz describieron un caso
postmortem de una masa localizada en maxila derecha, la cual se extendia al
hueso palatino e invadia porciones de los etmoturbinarias nasales. Dicha
neoplasia presentaba contaminacién bacteriana y sus caracteristicas
histopatoldgicas no eran diferentes de las descritas en otras especies (Rivera
y Janovitz, 1992). Posteriormente, se han descrito otros casos de CCE donde
hay infiltracion de la submucosa de cavidad oral y extension a cavidad nasal
(Raymond y Garner, 2001; Pei-Chi et al., 2015). Adicionalmente, se reportd un
caso de CCE oral en encia maxilar que indujo metastasis a un linfonodo
regional y a pulmones, una condicién poco frecuente (Heatley et al., 2005). En
un estudio retrospectivo (Raymond y Garner, 2001), realizado en una
poblacién de 66 erizos de tierra en Estados Unidos de América, un 53% fue
diagnosticado con neoplasias de diversos tipos, correspondiendo cinco casos
a CCE oral. Otro estudio retrospectivo (Pei-Chi et al., 2015), describié que el
35,9% de erizos estudiados post-mortem (n = 39) presentd neoplasias, siendo

el CCE oronasal el mas frecuente.

Se ha establecido que el CCE oral tiene una alta prevalencia en
ejemplares de 2 a 5,5 afios de edad, sin encontrarse diferencias por sexo y sin
reportes acerca de las localizaciones especificas mas frecuentes dentro de la
cavidad oral (Raymond y Garner, 2001; Heatley et al., 2005; Pei-Chi et al.,
2015). En esta especie también se ha descrito un reporte de caso de CCE
cutaneo, ubicado en el cuello (Couture etal.,, 2015). La ausencia de otros
reportes de CCE cutaneo permite determinar que existe una baja prevalencia

de dicha neoplasia en esta localizacion anatomica.
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El CCE se caracteriza segun su patron de crecimiento macroscopico,
cuando es exofitico se desarrolla sobre la superficie de la mucosa, permitiendo
una deteccibn mas temprana; mientras que cuando es endofitico tiene un
crecimiento bajo la mucosa de manera erosiva e invasiva, asociandolo a una
idenficacion de la lesion de modo tardio (Harasymczuk etal., 2013). Su
morfologia o presentacion es variable y se ha clasificado en placa, nodular,
verrucosa o crateriforme (Uzal et al., 2016).

En humanos, perros y gatos, se ha determinado que dicha neoplasia
suele ser agresiva localmente, pues tiene potencial de invadir tejido
adyacente, sin embargo, en las especies mencionadas, sélo un pequefio
porcentaje de CCE orales inducen metastasis a linfonodos regionales u otros
tejidos distantes (Gelberg, 2007; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).
Histolégicamente, existen sistemas que permiten establecer el grado de
diferenciacion de las células neoplasicas segun diversas caracteristicas. Se
han descrito distintas formas de construir la graduacién histoldgica basados en
observaciones realizadas en humanos, no obstante, se ha logrado instaurar
determinados pardmetros para especies domésticas (Lee et al., 2005; Doshi
etal., 2011).

En erizos de tierra, al igual que en otras especies domésticas, el
comportamiento marcadamente invasivo del CCE oral implica, en la mayoria
de los casos, un mal pronéstico, optdndose muchas veces por la eutanasia
(Hayes et al., 2007; Pei-Chi et al., 2015). Un aspecto que permite establecer la
agresividad del CCE es la osteolisis que se genera a nivel de la mandibula,
maxila o cornetes nasales, lo cual puede ser evaluado mediante un estudio
radiogréfico de craneo (Meier et al., 2001). Respecto al tratamiento en esta
especie exotica, no hay informacion suficiente acerca de la efectividad de la
guimioterapia o radioterapia sobre esta neoplasia. No obstante, es posible que
la extirpacion quirargica total sea considerada la terapia de eleccion en casos
precozmente diagnosticados (Chaprazov et al., 2013; Lennox y Miwa, 2016;
Nemec et al., 2012).

13



Actualmente en Chile, no se suelen obtener biopsias de estas masas
orales debido a la probabilidad de generar una hemorragia intensa, riesgo de
proliferacion de células neoplasicas, mal pronéstico del paciente y/o ausencia de
una terapia efectiva (Risso, 2016)?. Los ejemplares con neoplasia oral
usualmente reciben tratamiento paliativo que consiste en el uso de
antiinflamatorios no esteroidales (AINES) y antibioticoterapia en caso que sea
necesario (Lennox y Miwa, 2016). Es relevante mencionar que la terapia con
AINES, se encuentra basada en su accion inhibitoria de la enzima ciclooxigenasa
2 (COX-2), ya que esta se ha asociado a malignidad y mal pronéstico de

sobrevida en una variedad de neoplasias animales (Doré, 2011).

Para establecer las caracteristicas de malignidad potencial de una
neoplasia es necesario recurrir a otras técnicas diagnésticas. La
inmunohistoquimica permite obtener mayor informacién patologica a través de la
deteccién de ciertos biomarcadores (antigenos) en un tejido (Ramos-Vara y
Miller, 2014). Para realizar una medicién de la agresividad potencial de una
neoplasia, se pueden pesquisar marcadores asociados a proliferaciéon o
diferenciacion celular, adhesion celular, angiogénesis y/o apoptosis, entre otros
(Takes, 2004).

Del punto de vista biol6gico, la agresividad de una neoplasia esta
asociada a mecanismos como invasién y/o proliferacion celular, ya que la
desregulacién del ciclo celular es un factor relevante en la generacion,
mantencién y progresibn de una neoplasia con comportamiento maligno
(Kusewitt y Rush, 2007). El receptor del factor de crecimiento epidérmico (del
inglés Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) se puede emplear como
biomarcador, ya que es una glicoproteina de transmembrana que regula el
crecimiento celular al unirse con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o con
el factor de crecimiento transformante tipo alfa (TGFa). La sobreexpresién de
este receptor puede asociarse a mayor probabilidad de invasion del tumor
(Bankfalvi et al., 2002; Takes, 2004). En un estudio de Bergkvist et al. (2011) en
felinos con CCE oral se determind una elevada presencia de EGFR (Bergkvist
etal., 2011).

2 RISSO, S. 2016. [Comunicacién Personal]. Médico Veterinario del Hospital Clinico Veterinario SOS Buin Zoo. Buin,
Regidn Metropolitana, Chile
14



Otro biomarcador, pero asociado a proliferacion celular es la proteina
Ki67, la cual se expresa en todas las etapas del ciclo celular, excepto en GO (fase
de quiescencia celular). Su presencia en alta cantidad se asocia a neoplasias
altamente proliferativas y suele tener valor prondstico (Gonzalez-Moles et al.,
2010). En el caso de CCE oral en felinos y humanos se ha detectado que una
elevada expresion de Ki67 se asocia a un mal prondstico del paciente y se
correlaciona con la diferenciacién histologica (Bergkvist et al., 2011).

Adicionalmente, las isoformas del receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular (del inglés Vascular Endothelial Growth Factor Receptor,
VEGFR) se pueden utilizar como un biomarcador debido a su funcion mitogénica
y rol fundamental durante la angiogénesis (Neuchrist et al., 2001; Guo etal.,
2010). Se ha detectado la sobreexpresion de las tres isoformas del marcador
VEGFR (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3) en humanos con CCE oral y de cabeza
y cuello (Neuchrist et al., 2001; Pianka et al., 2015). En el estudio de Pianka et al.
(2015) la presencia de este biomarcador se correlaciond positivamente con el

tamano del tumor y metéstasis al linfonodo regional.

Por otro lado, COX-2 es un biomarcador que cumple un rol en la
progresion de diversas neoplasias como el CCE, y que podria cumplir alguna
funcion en las lesiones tumorales de cavidad oral de los erizos de tierra. COX-2
es una enzima que se expresa en forma inducida por el proceso de inflamacion y
cumple la funcion de actuar en la conversion de A&cido araquidonico a
prostaglandina E2 (PGE;). PGE. puede promover la proliferacion celular,
favorecer angiogénesis, incrementar invasion celular y suprimir la respuesta
inmune, aspectos relevantes en la generacién y mantenciéon de una neoplasia
agresiva (DiBernardi et al., 2007; Mohammad et al., 2011). Al respecto, se ha
determinado una alta expresion de COX-2 en CCE oral de perros y gatos
(DiBernardi et al., 2007; Doré, 2011). Ademas, se encuentra bajo evaluacién el
efecto terapéutico de algunos inhibidores de COX-2 sobre CCE oral en especies
domésticas; algunos antecedentes preliminares muestran que el 29% de los
caninos tratados presentaron una remision parcial o completa de esta neoplasia
(Doré, 2011).
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Pese a la elevada prevalencia de CCE oral en erizos de tierra no se
conoce la existencia de un estudio que reuna los diagnésticos diferenciales de las
lesiones neoplédsicas de cavidad oral mediante una evaluacion macro y
microscoépica, asi como los signos clinicos presentados por las mascotas
afectadas. En otras especies se ha detectado la agresividad de ciertas
neoplasias orales empleando marcadores moleculares. Ante esta carencia, en la
presente investigacion se determind si los tumores orales en erizos de tierra

presentan estas caracteristicas.
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3. HIPOTESIS

Las neoplasias de cavidad oral de erizos de tierra (Atelerix albiventris) presentan

caracteristicas clinico-patolégico de alta malignidad.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar clinica y patolégicamente lesiones neoplasicas de la cavidad oral de

erizos de tierra (Atelerix albiventris)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir los principales signos clinicos asociados a la presencia de
tumores en la cavidad oral de erizos de tierra.

2. Evaluar morfolégicamente las lesiones neoplasicas de la cavidad oral de
los erizos de tierra.

3. Analizar la expresion de biomarcadores de malignidad (VEGFR-2, Ki67 y

COX-2) en neoplasias de la cavidad oral de erizos de tierra.
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5. MATERIALES Y METODOS

Criterios de seleccion de las muestras:

Se seleccionaron erizos de tierra diagnosticados con una lesion tumoral
en cavidad oral por un médico veterinario con experiencia. El presente estudio se
realiz6 en clinicas veterinarias especializadas en animales exéticos ubicadas en
Santiago, entre el mes de octubre del 2016 y junio del 2017, donde se analizaron
muestras que cumplian con los siguientes criterios de inclusion:

1. Erizos de tierra sin distincion de sexo o edad.

2. Presencia de una masa localizada dentro de la cavidad oral, es decir,
en encia, lengua, paladar o cara interna de las mejillas y labios, a nivel
maxilar o mandibular.

Se excluyeron aquellos pacientes con tumores ubicados en otros sectores

de cabeza y cuello, asi como lesiones cuyo origen no fuera neoplasico; estas

fueron diagnosticadas clinica, citoldégica y/o histolégicamente.

En los animales incluidos, se tomaron dos biopsias incisionales,
constituidas por dos areas representativas de la lesion (3 mm de diametro cada
una). El procedimiento se realizé bajo anestesia general inhalatoria, cuya
induccién fue en una camara con isofluorano al 5%, y la mantencién con una
mascarilla de isofluorano al 2%. Posteriormente, se administr6 meloxicam
subcutaneo en dosis de 1 mg/kg. Si la mascota presentaba pobre calidad de vida
asociada a la lesién en cavidad oral, se optd, bajo la autorizacién del duefio, a
realizar eutanasia y se obtuvo una biopsia excisional post-mortem. El protocolo
de eutanasia consistié en aplicar una dosis anestésica con isofluorano al 5% en
una camara de induccién y posterior administracion de solucion de eutanasia
T-61 intracardiaca; este protocolo se encuentra aprobado por la American
Veterinary Medical Association (AVMA, 2013). Para los procedimientos
mencionados, se solicitd el consentimiento informado de los propietarios
(Anexo 1).
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Bioética
El presente estudio fue aprobado por el comité de bioética de la Facultad

de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Certificado
N°17-2016) (Anexo 2).

Datos clinicos y Caracterizacion Macroscépica

Se registraron los datos generales de cada individuo (edad, sexo, peso
corporal), anamnesis, la fecha y motivo de la consulta en que se detecto la lesion
en la cavidad oral y la ultima fecha en la que se examind a la mascota o cuando
se realiz6 eutanasia. Se enumeraron los signos clinicos presentados por los
ejemplares desde la deteccion de la neoplasia oral. Se defini6 como tiempo de
seguimiento, los dias transcurridos desde el diagnéstico del tumor hasta el final

del estudio o fecha en que se realiz6 la eutanasia.

Basandose en que el CCE es una de las lesiones orales con mayor
presentacion en diversas especies, se optd por clasificar los tumores segun las
localizaciones anatémicas descritas para esta neoplasia (Nemec et al., 2012). Se
consideraron las regiones de cavidad oral maxilar rostral (desde el primer incisivo
al segundo premolar), maxilar caudal (desde el segundo premolar), mandibular
rostral (desde el primer incisivo al segundo premolar), mandibular caudal (desde
el segundo premolar), lingual, palatina y orofaringea (Nemec etal.,, 2012).
Adicionalmente, se caracterizaron los tumores macroscépicamente, segun su
patrén de crecimiento en exofitico o endofitico (Harasymczuk et al., 2013). La
morfologia o apariencia macroscépica de la lesion también se registro,
clasificAndola en nodular, crateriforme o poélipo. Se obtuvieron fotomacrografias

de cada paciente.

Histopatologia

Las muestras de tejido se fijaron en formalina tamponada al 3,7% durante
48 a 72 horas. En cada tejido se realizaron cortes con 3 a 5 mm de espesor para
observar distintos grados de profundidad de la neoplasia. Las muestras se

deshidrataron e incluyeron en parafina para realizar cortes de 4 ym de grosor.
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Entre dos y tres cortes de cada muestra fueron tefiidos con tincion corriente
hematoxilina-eosina (HE). Se obtuvieron fotomicrografias de cada muestra.

Las muestras fueron clasificadas segun las caracteristicas microscépicas
que predominen. En el caso de CCE, se modificd la graduaciéon histologica
previamente descrita para humanos de Anneroth et al. (1987) citado por Doshi
et al., (2011). Se evaluaron tres parametros colocando un puntaje de 1 a 4 (Tabla
1), estos fueron: grado de queratinizacién, pleomorfismo nuclear y etapa de
invasion. Si la suma de los puntajes era entre 3 a 6 fue clasificado como Grado 1,
7 a9 Grado 2 y 10 a 12 Grado 3. De la graduacion mencionada no se
consideraron tres parametros, lo que se fundamenta en lo siguiente: En primer
lugar, los bordes de invasion no fueron empleados pues las muestras no
correspondieron a toda la masa, impidiendo evaluar estos bordes. En segundo
lugar, no se consideré el numero de mitosis al no contar con referencias para
determinar un punto de corte exacto entre cada grado. En tercer lugar, tampoco
se utilizé el infiltrado linfocitico, ya que no se conoce su significancia para el CCE
oral en animales y debido a que éste podria estar presente en respuesta a una
infeccién asociada al crecimiento tumoral. En el CCE, otras variantes que se
presentan con menor frecuencia incluyen CCE acantolitico, CCE de células

fusiformes y CCE verrucoso (Nemec et al., 2012)

Tabla 1. Sistema de graduacion histolégica multifactorial para CCE oral. Modificado de
Anneroth et al. (1987) citado por Doshi et al. (2011)

Parametro Puntaje
Morfolégico 1 2 3 4
Porcentaje de
células >50% 25-50% 5-20% 0-5%
queratinizadas
Pleomorfismo + it et et
nuclear
. Invasion bajo la Invasion extensa
Invasion lamina propia y profunda que
Etapa de invasion Ca_rcm_oma— ,dlref:ta_ cerca de musculo, reemplaza el
in-situ (sélo ldmina . ) .
X glandula salivaly | tejido estromal e
propia) . L
periosteo infiltra hueso

Otra posible neoplasia a ser detectada en cavidad oral son sarcomas.

Estas neoplasias mesenquimales derivadas de tejido conectivo se clasificaron

segun

las variantes histolégicas descritas en perros,
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odontogénico periférico (épulis), fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, tumor
de pared perivascular, tumor maligno de la vaina del nervio periférico, sarcoma
pleomorfico, mesenquimoma, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma,
hemangiosarcoma (Dennis et al.,, 2011). La graduacion histolégica se realizo
empleando las caracteristicas de diferenciacion celular, pudiendo ser bien
diferenciado o poco diferenciado basandose en la semejanza de las células al
tejido normal, actividad mitdtica y necrosis asociada (Mauldin y Peters-Kennedy,
2016).

Inmunohistoquimica (IHQ)

Se estandarizé el protocolo de técnica de inmunoperoxidasa indirecta
para las muestras de tejido oral de erizos de tierra, basandose en la técnica
descrita por Ramos-Vara y Beissenherz (2000). A partir de los tejidos usados
para la histologia convencional, se cortaron secciones consecutivas de 4 ym, que
se montaron en portaobjetos  tratados previamente con 3-
aminopropyltriethoxysilane y secados en estufa a 37 °C por 24 horas. Las
muestras se desparafinaron en xilol e hidrataron en soluciones de etanol de
concentracion decreciente y agua destilada, colocandolas 5 minutos en cada
solucion. La recuperacién antigénica de los epitopos fue inducida por calor (del
inglés Heat Induced Epitope Retrieval Factor Receptor, HIER), para lo cual las
muestras se trataron en bafio de vapor a 95 °C por 35 minutos en buffer citrato
10 mM, pH 6.0, para los anticuerpos primarios Ki67, COX-2 y VEGFR. En el caso
de EGFR, la recuperacion antigénica fue inducida por protedlisis (del inglés
Proteolytic Induced Epitope Retrieval, PIER) con Proteinasa K durante 15

minutos a 37 °C.

Las muestras se enfriaron y se lavaron con buffer fosfato (PBS) dos
veces, durante 3 minutos cada vez. Luego, se les afiadié una solucion
bloqueadora de proteinas por 15 minutos, se extrajo el exceso y se aplico el
anticuerpo primario, segun lo descrito en la Tabla 2. Posteriormente, se
incubaron durante la noche a 4 °C en una camara humeda. Para el control
negativo de la técnica se omitio el uso del anticuerpo primario y se reemplazé por
PBS.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de IHQ.

Anticuerpo | Origen Tipo Fabricante Dilucién Clon
Ki67 Ratén | Monoclonal Dako 1:100 MIB-1
COX-2 Conejo | Monoclonal | Thermo Fisher 1:50 MA5-14568
VEGFR-2 | Conejo | Policlonal ABCAM 1:200 ab2349
EGFR Ratén | Monoclonal | Thermo Fisher 1:100 MAS5-12875

Se lavaron nuevamente con PBS y se afiadié una solucién de H;O; al
0,3% por 15 minutos para inhibir la actividad de peroxidasa enddgena. Luego de
lavar con PBS, se incub6 con un anticuerpo secundario especifico biotinilado, por
30 minutos a temperatura ambiente. Posterior a un lavado con PBS, las
secciones se trataron con el método de deteccion Streptavidina-Biotina durante
30 minutos (VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kit). Posteriormente se aplico el
cromégeno diaminobencidina (DAB-Plus Substrate Kit) durante 2 minutos;
seguido de una contratincion rapida con hematoxilina de Mayer por 30 segundos.
Finalmente, las secciones se deshidrataron en series crecientes de etanol y se
montaron con medio de montaje Entellan (Merck®, Alemania). Se obtuvieron

imagenes representativas con un microscopio Leica®, modelo DM3000.

Se emplearon diferentes controles positivos segun el anticuerpo utilizado;
en el caso de Ki67 se utilizé un linfonodo humano. Mientras que para COX-2 se
usé adenocarcinoma de mamario de gato, para VEGFR2 se utiliz6 rifidn humano
y para el anticuerpo EGFR se empled carcinoma de células escamosas de perro.
Como controles sanos de la técnica se usé un tejido correspondiente a un
segmento de encia de un erizo de tierra sin lesiones y 5 casos de hiperplasia

gingival de esta misma especie.

Andlisis de expresién de la IHQ

Para la expresién inmunohistoquimica de VEGFR2 y EGFR se emple6 un
método semicuantitativo (H-score) que consiste en lo siguiente. Cada muestra se
analizé utilizando la siguiente pauta de marcaje: 3+ (reaccion intensa); 2+
(reaccibn moderada); 1+ (reaccion débil) y 0+ (sin reaccion). Se obtuvo un

porcentaje de células marcadas para cada rango de intensidad de reaccion. A los
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resultados se les aplico el calculo H-score, mediante la Ecuacion 1, el porcentaje
para cada intensidad de reaccion fue multiplicado por el valor de la intensidad de
reaccion correspondiente y posteriormente se sumo el producto. El resultado se
encontrara en un rango de 0 a 300 (Maziéres et al., 2013; Inan et al., 2006).

EcuAcCION 1

H-SCORE = 1X (% CELULAS 1+) + 2X (% CELULAS 2+) + 3X (% CELULAS 3+)

Por otro lado, la expresion de COX-2 se cuantificé segun el método Allred
score. Se empled la metodologia descrita por Balan et al. (2011). Se clasificaron
las muestras segun dos valores: el puntaje de proporcion (porcentaje de células
positivas a COX-2) con una escala de 0 a 5; y el puntaje de intensidad de la
tincion, con una escala de 0 a 3; la suma de ambos valores se evalu6 a través de
la escala Allred (Tabla 3) (Balan et al., 2011).

Tabla 3. Semicuantificacién de la expresidn histolégica de COX-2 segun la clasificacion
Allred score (Balan et al., 2011).

Puntaje de Proporcidon | Puntaje de Intensidad Escala Allred

0 0% 0 Negativo 0 0-Allred*
1 <1% 1 Leve 2,3y4 | 1-Allred
2 1-10% 2 Moderado 5y6 2-Allred
3 10-33% 3 Intenso 7y8 3-Allred
4 33-66%

5 >66%

* Para la escala Allred, la suma de los puntajes nunca va ser igual a 1

Las células positivas a Ki67 fueron cuantificadas para construir un indice
proliferativo (IP). Este se calculé contando el nimero de células positivas a Ki67
de un total de 1000 células en campos de alto aumento (40x) de cada muestra.
Las microfotografias se analizaron con el programa Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Inc., USA) (Dutra et al., 2008; Reid et al., 2014).
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En cada método semicuantitativo se evalud la intensidad de la marca de
cada muestra mediante la observacion de 4 fotomicrografias seleccionadas en
forma aleatoria. Para la evaluacién sé6lo se consideraron las células neoplasicas,
sin incluir el infiltrado inflamatorio. Los datos se dividieron en dos grupos de
expresion (baja y alta) considerando la mediana como punto de corte (Bergkvist
et al., 2011; Dickson et al., 2007).

Andlisis Estadistico

Se utilizé el programa Microsoft Excel e InfoStat para ingresar y analizar
los datos. Los datos clinicos generales se revisaron mediante estadistica
descriptiva epidemiolégica. Ademas, para establecer asociacion entre los
biomarcadores estudiados se empleé la prueba exacta de Fisher, considerando

significancia estadistica con una p<0,05.
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6. RESULTADOS

De un total de 1034 erizos de tierra examinados, 73 individuos (7%)
presentaron como motivo de consulta el crecimiento de una lesién tumoral dentro
de la cavidad oral. En este grupo, se obtuvo un total de 30 biopsias de lesiones
tumorales de cavidad oral. Sin embargo, nueve muestras fueron excluidas debido
a las siguientes razones: 7 fueron diagnosticadas como hiperplasia gingival,
lesion tumoral no neoplasica; 1 presentaba alto grado de necrosis, que impidié
diagnosticar la lesion; la dltima se excluy6é por no encontrarse en cavidad oral,
sino en la articulacién temporo-mandibular, este caso fue diagnosticado como

lesion fibro-6sea proliferativa.

Asi, 21 erizos de tierra se diagnosticaron con neoplasia oral, de los cuales
11 fueron hembras y 10 machos adultos, con una edad mediana de 4,3 afios (2,1
a 6,5) (Tabla 4). De las muestras obtenidas, 4 fueron biopsias excisionales, una
biopsia incisional y 14 muestras se extrajeron post-mortem. En 2 casos se pudo
realizar una necropsia bajo el consentimiento de los propietarios. La mediana de
tiempo de seguimiento fue 47 dias, con una desviacion estandar de 60 dias, no
se incluyeron dos individuos (caso 10 y 15) a los cuales se les realizé eutanasia

en la primera consulta.

Se detectaron cuatro tipos de neoplasia, 17 casos de CCE (81%) (Fig. 1E-
1), 2 casos de fibroma odontogénico periférico (9,5%) (Fig 1A-B), 1 sarcoma
indiferenciado (4,8%) (Fig 1C) y 1 hemangiosarcoma (4,8%) (Fig 1D).

Respecto a los signos clinicos asociados a la lesién oral (Tabla 5), el mas
comun fue la pérdida de piezas dentales cercanas a la neoplasia, afectando al
71% de los pacientes. El tumor oral estaba ulcerado en 13 individuos, donde 10
de ellos presentaron sangrado gingival. En un 38% de los ejemplares los duefios
indicaron una notable disminuciéon del apetito, no obstante, s6lo en 5 hubo una
baja de peso que oscilé entre 32 a 199 gramos; esta reduccion de masa corporal
ocurrié durante un periodo de 20 a 56 dias, generando una disminucion de la

condicion corporal de 5% a 43%.
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Tabla 4. Caracteristicas de los erizos de tierra diagnosticados con neoplasias en cavidad oral (n = 21).

Peso Localizacion Tie”.‘pﬂ’ de - . L . L
ID Edadzt Sexo @) en Boca Seg(lélirgg)ento Aspecto Macroscépico Diagndstico Histoldgico
1 55 M 601 Paladar 20 Exofitico Nodular CCE
2 3,3 M 452 Maxila Caudal 56 Exofitico Nodular CCE *
3 4,3 M 307 Paladar 187 t Pélipo pedunculado Sarcoma indiferenciado
4 4,1 H (oh) 424 Maxila Caudal 56 Endofitica Crateriforme CCE *
5 51 H 235 Maxila Caudal 18 Endofitica Crateriforme CCE
6 3,7 H 323 Maxila Caudal 0 Endofitica Crateriforme CCE
7 3,1 M 306 Maxila Caudal 44 Exofitico Nodular CCE **
8 5,0 M 265 Maxila Caudal 20 Endofitica Crateriforme CCE
9 3,6 H 271 Maxila Caudal 22 Exofitico Nodular CCE *
10 2,1 H 300 Mandibula Caudal 0 Endofitica Crateriforme CCE
11 5,0 M sin dato Maxila Caudal 19 Exofitico Nodular CCE
12 4,7 M 332 Maxila Caudal 67 Endofitica Crateriforme CCE
13 6,5 M sin dato | Mandibula Caudal 47 Endofitica Crateriforme CCE
14 3,4 H 294 Maxila Caudal 92 Exofitico Nodular CCE
15 5,0 M 350 Mandibula Caudal 0 Endofitica Crateriforme CCE
16 2,4 H 412 Maxila Caudal 45 Endofitica Crateriforme CCE
17 5,8 H 310 Mandibula Caudal 155 Exofitico Nodular CCE
18 54 H (oh) 342 Mandibula Craneal 224 Nodular Hemangiosarcoma
19 3,8 H 307 Maxila Craneal 54 + Pdlipo pedunculado Fibroma Odontogénico
20 4,7 H 347 Maxila Caudal 7 Endofitica Crateriforme CCE
21 2,2 M 433 Mandibula Craneal 87 ¢t Pélipo pedunculado Fibroma Odontogénico

M = Macho; H = Hembra; H (oh) = Hembra esterilizada
I Edad (afios) obtenida en la ultima consulta en que se examine la mascota.
* Dos muestras obtenidas, ambas con el mismo diagndstico.
** Primera muestra no diagndstica debido a gran cantidad de necrosis, segunda muestra sugerente de CCE.
1 Erizos vivos al final del estudio
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Tabla 5. Signos clinicos de los erizos de tierra diagnosticados con neoplasias en cavidad
oral (n = 21).

Signos clinicos Frecuencia | Frecuencia
(n=21) absoluta relativa

Pérdida de piezas dentales 15 71%
Ulceracion 13 62%
Sangrado gingival 10 48%
Hiporexia 8 38%
Disnea inspiratoria 8 38%
Baja de peso 5 24%
Exoftalmia 5 24%
Endoftalmia 2 10%
Fractura patoldgica 1 5%

Ocasionalmente, el gran tamafio de la neoplasia generaba signos clinicos
mas evidentes para los propietarios, como exoftalmia ipsilateral, observada en 5
casos (Fig. 1H) y endoftalmia ipsilateral en 2 (10%) (Fig. 1G). Esos mismos
individuos y uno adicional -8 casos en total- presentaron disnea inspiratoria, lo cual
se asocia a que la masa neoplasica afectaba los meatos nasales ipsilaterales al
tumor impidiendo una respiracion adecuada. Esto fue corroborado en las dos
necropsias realizadas en las que se observo tejido neoplasico e inflamatorio
afectando las etmoturbinarias. Ademas, asociado a la invasion del tumor, se
detectd un caso donde el tumor generd una fractura patolégica en la porcion molar
del cuerpo mandibular (Fig. 1l). Una fractura patolégica se genera por un

debilitamiento 6seo y osteopénico (Voss y Montavon, 2009)

Macroscépicamente, la localizacién dentro de la cavidad oral donde se
encontr6 la mayor cantidad de neoplasias fue en maxila caudal (57,1%) y en
mandibula caudal (19%). Un 9,5% de los tumores se localiz6 en mandibula
craneal, mientras que otro 9,5% estaba en paladar y un 4,8% se encontraba en
maxila craneal (Fig. 2). Del total de neoplasias, el 86% provenia de encia, mientras
gue en 2 casos (9,5%) la lesiébn se encontraba en el paladar duro (Fig. 1C) y en

solo un caso (4,8%) se localiz6 en el labio (Fig. 1D).
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Figura 1. Fotomacrografias de las lesiones neoplasicas de cavidad oral de erizos de tierra
segun el diagnostico histolégico. A. Tumor verrucoso, pedunculado, de base angosta,
ulcerada, del mismo color de la encia maxilar, fibroma odontogénico periférico (animal 19).
B. Tumor verrucoso de base angosta en encia mandibular, incisivos color gris, fiboroma
odontogénico periférico (animal 21). C. Tumor verrucoso de base ancha de color rojiza con
sectores amarillos multifocales, ubicado paladar, de tamafio 2 cm de largo por 1 cm en el
sector mas ancho, sarcoma indiferenciado (animal 3). D. Tumor nodular con base ancha, su
coloracién era rojiza, el tamafio de la masa era 0.6 cm de diametro, hemangiosarcoma
(animal 18). E-F. Evolucién de un CCE oral en maxila caudal de morfologia nodular con
crecimiento exofitico durante un periodo de 39 dias (animal 7). E. Deteccion del tumor oral
como lesién costrosa (25/12/2016). F. Progresion del tumor desplazando la lengua hacia la
izquierda y generando pérdida de premolares y molares, la masa evitaba que el paciente
cerrara la boca (26/01/2017). G. Tumor crateriforme con crecimiento endofitico en encia
generd una deformacion en maxila caudal y endofalmia, CCE oral (animal 8). H. Tumor
crateriforme y ulcerado con crecimiento endofitico produciendo sobrecrecimiento de
volumen maxilar y exoftalmia (cabeza de flecha) (animal 6). I. Tumor crateriforme con
crecimiento endofitico en encia caus6 una fractura expuesta del hueso mandibular (animal
10).
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Figura 2. A. Distribucion de las neoplasias segun localizacién anatdmica de los erizos de
tierra diagnosticados con neoplasias en cavidad oral, (n = 21). B. Fotografia de un craneo
de erizo de tierra con sefializacion de las piezas dentales (I = incisivos, P = Premolares, M =
Molares). Las letras A-D identifican las localizaciones anatémicas (A = Maxila Craneal, B =
Maxila Caudal, C = Mandibula Craneal, D = Mandibula Caudal). Imagen modificada de
Lennox y Miwa, 2016.

Los casos de fibroma odontogénico periférico se presentaron como un
polipo pedunculado, ulcerado, del mismo color de la encia y localizado en la encia
marginal de mandibula craneal o maxila craneal (Fig. 1A, 1B). Al realizar una
extraccion completa del tumor, los pacientes dejaron de presentar dificultad para
alimentarse. Histolégicamente, (Fig. 3A) el estroma de colageno denso desplaza la
mucosa hiperplasica. Dicho estroma engrosado se caracteriza por la presencia de
estroma odontogénico. Estas células presentan ndcleos elongados a estrellados,
con escaso citoplasma y anisocariosis moderada. Se observé un infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitico moderado multifocal con leve cantidad de eosinéfilos
presentes y neutréfilos asociados a necrosis focal. La tasa proliferativa fue muy
baja (0-1 figura mitética en 10 campos de alto aumento). Los dos erizos de tierra

estaban vivos al concluir el estudio.

El caso de sarcoma indiferenciado se presenté como un pdélipo pedunculado
en el paladar, cercano a la cara lingual de los incisivos (Fig 1C). Su coloracion era
roja con sectores multifocales amarillos. Al someter al paciente a una extirpacion
quirargica completa del tumor, este dej6é de manifestar la disfagia leve que exhibia
previamente. Histologicamente, (Fig. 3B) el estroma estaba engrosado por la
presencia de células neoplasicas fusiformes separadas por tejido conectivo. Dichas

células tenian nacleos elongados y nucléolos prominentes. Presentaba un infiltrado
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inflamatorio con moderada cantidad de neutréfilos y pocos linfocitos. Tenia una
baja tasa proliferativa (6 figuras mitdticas en 10 campos de alto aumento). Este
erizo estaba vivo al concluir el estudio, al igual que los 2 ejemplares descritos

anteriormente.

Por otro lado, el caso hemangiosarcoma fue macroscépicamente nodular
con coloracién rojiza, de 0,6 cm de diametro y se ubicaba en el labio inferior, rostral
a los incisivos mandibulares. El paciente no presentaba signos clinicos asociados
al desarrollo del tumor y la deteccibn fue realizada por los duefios.
Histol6gicamente, bajo la mucosa se observd la proliferacion de células
endoteliales neoplasicas que formaban bandas de tejido con numerosos vasos
sanguineos separados por tejido conectivo con 3 figuras mitéticas en 10 campos
de alto aumento. Ademas, presentaba una infiltracién linfocitaria focal e inflamacién
neutrofilica asociada a focos necréticos. Este paciente, también se encontraba vivo

al concluir el estudio.

El 81% de los tumores orales (17/21) correspondié a CCE, donde el 41%
(7/17) fueron nodulares exofiticos (Fig. 1E-F), generando un aumento de tamarfio
visible por los duefios. Por otro lado, el 59% de los pacientes (10/17) tenian
tumores endofiticos crateriformes, los cuales al crecer bajo la mucosa fueron
detectados tardiamente generando una deformacién de la maxila o0 mandibula. Se
debe resaltar que la totalidad de los erizos de tierra con CCE oral fueron
eutanasiados debido a que el crecimiento del tumor primario estaba afectando la

calidad de vida de los ejemplares.

Histolégicamente, los 16 casos de CCE oral fueron grado 3 (Fig. 4). Las
células neoplasicas se encontraban distribuidas en nidos en gran parte de las
muestras (Fig. 5A); en algunas muestras se observaron islas de dichas células
(Fig. 3C). Para la descripcién histoldgica de CCE no se incluyd la muestra N° 7
debido al alto grado de necrosis tisular que impidié una comparacién adecuada. En
la totalidad de las muestras estudiadas (16), se detectd una baja cantidad de
gueratinizacién entre las células neoplasicas (entre cero a 5%), asi como
desmoplasia. El alto nivel de invasion a tejidos adyacentes fue observado en 38%

de estas neoplasias (6 de 16), pues en 5 muestras se observo invasion 6sea (Fig.
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5B), identificada como espiculas irregulares con bandas densas de fibroplasia que
se interpretan como hueso inmaduro. Ademas, en una muestra las células
neoplasicas invadieron glandula salival adyacente (Fig. 5C). EI CCE oral tuvo un
alto nivel de anisocarosis (Fig. 5D) y pleomorfismo nuclear, se observaban uno a
dos nucléolos presentes. En ocho muestras se observo leve acantolisis (Fig. 5E) y
en diez muestras leve cantidad de células neoplasicas fusiformes. Las figuras
mitoticas fueron menos de 10 en 10 campos de alto aumento. Finalmente, la
mayoria de las muestras presentd un infiltrado inflamatorio linfocitico moderado
entre las células neoplasicas con neutréfilos asociados a zonas de necrosis (Fig.
5F).

Figura 3. Fotomicrografias y caracteristicas de los tipos de neoplasia detectadas en la
cavidad oral de los erizos de tierra. A. Fibroma odontogénico periférico estroma
odontogénico en una matriz laxa (cabeza de flecha) (animal 19). B. Sarcoma indiferenciado
células neoplasicas fusiformes (asterisco) forman mdultiples espacios vasculares separados
por tejido conectivo (flecha), moderado infiltrado inflamatorio (cabeza de flecha) (animal 3). C.
Carcinoma de células escamosas oral, las células neoplésicas invaden dermis y se
distribuyen en islas (flecha) se observa queratinizacion (asterisco) (animal 2). Barra = 30 ym.
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Figura 4. Graduacion histolégica de CCE oral en erizos de tierra (n = 16), basada en el
sistema de graduacion histolégica multifactorial para CCE oral modificado de Anneroth et al.
(1987) citado por Doshi et al. (2011).

Figura 5. Caracteristicas del carcinoma de células escamosas oral pobremente
diferenciado. A. Las células neoplésicas se disponen en nidos rodeados por estroma
hipocelular (flecha) (animal 2). B. Invasién 6sea constituida por espiculas 6seas que forman
un patron irregular y basofilico de méargenes poco definidos (flecha) (animal 2). C. Invasién
de los acinos mucosos de una glandula salival por células neoplésicas epiteliales (flechas),
(animal 17). D. Células neoplésicas con anisocariosis marcada (flecha), (animal 17). E. Nido
de células neoplasicas con acantolisis marcada (asterisco) (animal 4). F. Infiltrado
inflamatorio multifocal conformado por linfocitos (flecha) y granulocitos (animal 17). Barra de
30 um.
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Respecto a los biomarcadores estudiados en los tejidos de CCE oral, el
100% de las muestras presentaron una marca positiva para VEGR2 y Ki67, y el
71% para COX-2, con diferentes intensidades en cada caso (Tabla 6) (Fig. 7-9). En
el caso del EGFR, no hubo marca positiva en ningin caso estudiado (CCE,
sarcoma, fibroma odontogénico periférico, hiperplasia gingival y encia sana) (Fig.
5A). Se debe recalcar que, tal como se mencioné previamente, se excluyd la
muestra N° 7 de los ensayos de IHQ, ya que presentaba una alta proporcion de

tejido necrotico que impedia una adecuada lectura del resultado.

Tal como se menciona en la literatura, Ki67 se expreso a nivel nuclear. En
los CCE estudiados, la presencia de este biomarcador se distribuyé con leve
predominancia en las células neoplésicas de la periferia de los nidos (Fig. 5B). En
el caso del fioroma odontogénico periférico y sarcoma indiferenciado, algunas
células neoplasicas del estroma, sin una localizacion especifica, tuvieron una
reaccion positiva, lo cual implica que dichas células estaban proliferando. De
manera particular, en la hiperplasia gingival la reaccién a Ki67 se centré en algunas
células del estrato basal del epitelio. Para el CCE, la mediana fue 13% con

bastante dispersion de los datos, mientras que para la hiperplasia gingival fue 6%
(Fig. 6)

Para COX-2, en el CCE oral la reaccién positiva tuvo un predominio en el
citoplasma de las células neoplasicas en la periferia de los nidos y ocasionalmente
se observé una marca mas intensa en la zona perinuclear (Fig. 5C). En el caso del
fibroma odontogénico periférico, se observé una leve marca positiva de las células
neoplasicas del estroma de modo multifocal, mientras que en el sarcoma
indiferenciado no hubo marca en las células neoplasicas; situacién similar ocurrié
en las células epiteliales de dos casos de hiperplasia gingival donde no hubo
reaccion positiva. No obstante, en tres casos de hiperplasia gingival se observé
una tincién en el citoplasma de las células del estrato basal y espinoso del epitelio.
La mediana de expresion de COX-2 en la hiperplasia gingival fue 1,5 que
corresponde a 1-Allred, el valor de la mediana del CCE fue mayor (2,5) que

coincide también con 1-Allred, pero existia una elevada dispersion de los datos
(Fig. 7).
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Tabla 6. Expresion de Ki67, COX-2 y VEGFR en casos de neoplasia oral, hiperplasia
gingival y encia sana de erizos de tierra (n=27).

Neoplasia ID Ki67 (IP) (Esc(;ngﬁre d) (I\-|/-ESC::ErZ)
1 20% 0-Allred 166
= 2 19% 2-Allred 183
= 4 13% 1-Allred 152
£ 5 13% 0-Allred 70
3 6 15% 3-Alired 125
g 8 25% 2-Allred 160
S 9 | 13% 1-Allred 103
p 10 | 25% 1-Allred 194
5 11 3% 1-Alired 122
3 12 25% 1-Allred 140
3 13 10% 1-Allred 204
g 14 12% 2-Alired 190
2 15 4% 0-Allred 58
S 16 3% 0-Alired 135
© 17 | 43% 1-Allred 161
20 4% 0-Allred 144
Sarcoma 3 2% 0-Allred 8
Hemangiosarcoma 18 * * *
Fibroma Odontogénico | 19 12% 1-Allred 23
Periférico 21 7% 1-Allred 9
H1 2% 0-Allred 63
) ) H2 6% 1-Allred 97
H'gi‘;rgi'\f‘;'a H3 | 20% 1-Allred 110
H4 8% 2-Allred 92
H5 4% 0-Allred 35
Encia sana E.2 0% 1-Allred 0

*no realizada

IP = Indice Proliferativo, porcentaje de células positivas de un total de 1000 células
Allred = porcentaje de células positivas ponderado por la intensidad en escala 0 a
3-Allred

H-Score = porcentaje de células positivas multiplicado segun la intensidad (rango
de 0 a 300)
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Figura 6. Fotomicrografias de reaccién del CCE oral en erizos de tierra para cada
biomarcador. A. Células neoplasicas sin reaccién positiva al biomarcador EGFR. (animal 17).
B. Marca positiva leve al biomarcador Ki67 en el nlcleo de células neoplésicas en la periferia
de una distribucion en nido (flecha). (animal 1). C. Marca positiva moderada e intensa (fecha)
al biomarcador COX-2 en células neoplasicas en el borde lateral de una distribucién en nido.
(animal 8) D. Marca positiva moderada e intensa (fecha) al biomarcador VEGFR en células
neoplasicas en el interior de una distribucién en nido. (animal 11). Barra = 30 um.

Respecto al biomarcador VEGFR2, en las muestras de CCE oral el
predominio de la marca positiva se localizé en el citoplasma de las células
neoplasicas al interior de los nidos (Fig. 5D). En los cortes de fibroma odontogénico
periférico se observé una reaccion positiva leve con una distribucion multifocal,
similar expresion se observé en el sarcoma indiferenciado. En la hiperplasia
gingival la reaccion positiva se centrd en el estrato basal y espinoso del epitelio. La
mediana de expresion del VEGFR2 para CCE fue H-score 148, al igual que en los
biomarcadores anteriores también se observé una notable variacion del puntaje
(Fig. 8). En el caso de la hiperplasia gingival la mediana fue 92, un valor menor al
de la neoplasia.
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Figura 7. indice proliferativo segun expresion de Ki67, en neoplasias orales e hiperplasia
gingival. No hubo diferencia significativa en la expresion de Ki67 entre CCE e hiperplasia
gingival (p = 0,31).
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Figura 8. Semicuantificacion de la expresion de COX-2 para las distintas neoplasias
estudiadas e hiperplasia gingival. No hubo diferencia significativa en la expresion COX-2 entre
CCE e hiperplasia gingival (p = 0,64).
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Figura 9: Semicuantificaciéon de la expresion de VEGFR2 para las distintas neoplasias
estudiadas e hiperplasia gingival. La expresion de VEGFR2 fue significativamente mayor en
CCE v/s hiperplasia gingival (p = 0,01).

Al analizar la potencial asociacién entre la expresion observada de cada
biomarcador en el CCE oral, en comparacién con hiperplasia gingival, una lesion
benigna, se utilizé la mediana como punto de corte entre baja y alta expresion
(Ki67 = 13%; VEGFR = 135; COX-2 = 2). Se determiné que la expresion de VEGFR
estd asociada con el tipo de patologia (CCE v/s hiperplasia gingival), siendo mas
alta en el primer caso (p = 0.01). Los analisis realizados sefalan también que la
expresion de Ki67 (p = 0.31) y COX-2 (p = 0.64) no estan asociados con ambas

entidades patolégicas mencionadas previamente.
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7. DISCUSION

El proposito central del presente estudio fue caracterizar clinica vy
patolégicamente lesiones neoplasicas de cavidad oral en erizos de tierra (Atelerix
albiventris). Esta especie forma parte del orden Erinaceomorpha y la subfamilia
Erinaceinae, que incluye 16 especies pertenecientes a 5 géneros. La informacion
sobre neoplasias en especies del mismo orden taxondmico del erizo de tierra no es
muy abundante; no obstante, se han descrito dos reportes de carcinoma de células
escamosas en el género Hemiechinus, uno localizado en las cuatro extremidades
(Hemiechinus collaris) y el otro en el canal auricular (Hemiechinus auritus) (Frye y
Dutra, 1973; Gal etal, 2009). En este contexto, considerando que las
caracteristicas histologicas de las neoplasias son similares entre diversas especies,
resultd pertinente emplear como referencia comparativa perros, gatos y humanos,

cuyas neoplasias orales se encuentran ampliamente descritas.

En el estudio observacional que se ha desarrollado, la evidencia empirica
de lesiones en cavidad oral que presentaban los erizos fue notable, pues la
mayoria de ellos fueron llevados a la consulta veterinaria cuando el tumor oral era
visible por los duefios o habia generado una deformacién facial evidente. Se
considera que esta situacion ocurrié porque los erizos de tierra no suelen
manifestar signos clinicos tempranos que sean detectados con facilidad por sus

propietarios.

El CCE fue detectado como la neoplasia mas comin que afectaba a la
cavidad oral de los erizos de tierra. Esto coincide con la elevada prevalencia de
CCE oral descrita en dos estudios retrospectivos de neoplasias en la mencionada
especie; segun Raymond y Garner (2001), de un total de 35 individuos con
neoplasias 14% present6 CCE oral, mientras que, segun Pei-Chi et al. (2015) de
una muestra de 14 animales, el 13% tenia CCE oral. En los reportes mencionados,
no se reportd la localizacion mas frecuente en cavidad oral (Raymond y Garner,
2001; Pei-Chi etal.,, 2015). En el presente estudio, la totalidad de CCE orales
fueron grado histolégico 3, lo cual es significativo, especialmente en el contexto
gue no hay reportes previos que den cuenta de este dato en esta especie. En

cambio, en caninos y humanos el CCE oral mayormente se identifica como bien
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diferenciado, es decir de bajo grado histolégico (Nemec et al., 2012). Es posible
que el diagndstico tardio explique este hallazgo. Esta situacion resulta interesante,
pues se trata de una primera aproximacion para futuras descripciones acerca del

CCE en erizos de tierra.

Los individuos con neoplasia oral en este estudio tenian 4,3 afios como
mediana de edad (rango de 2,1 a 6,5), lo cual coincide con el rango de edad
establecido en otros estudios para la presentacion de neoplasias orales (2 a 5.5
afos) (Raymond y Garner, 2001; Heatley et al., 2005; Pei-Chi et al., 2015).

En perros, a diferencia de erizos, se ha determinado que la localizacion de
la masa dentro de la cavidad oral suele tener una asociacion con el grado
histologico (Nemec et al., 2012). En esta especie, el CCE no tonsilar ubicado en
maxila o mandibula rostral suele ser bien diferenciado, pero cuando se encuentra
en cavidad oral a nivel caudal (base de lengua) es poco diferenciado (Nemec et al.,
2012; Liptak y Withrow, 2013). El dificil acceso visual a una ubicacién en maxila o
mandibula caudal puede generar una deteccion tardia de la neoplasia en
comparacion con una localizacion mas craneal (Fulton etal., 2013). Debe
sefalarse que en este estudio la mayoria de los casos de CCE oral se localizaron
en maxila caudal o mandibula caudal, lo cual podria ser un indicio de un
diagnéstico tardio. Para constatar la afirmacién previamente planteada, es
necesario realizar otros estudios y determinar si en esta especie existe una

asociacion entre una ubicacion dentro de cavidad oral y su potencial invasivo.

Los signos clinicos exhibidos por los individuos y descritos en este estudio
coinciden con los sefialados en esta especie en otros reportes, asi como los
observados en gatos y perros con CCE oral (Heatley et al., 2005; Liptak y Withrow,
2013; Wypij, 2013; Lennox y Miwa, 2016). En felinos y caninos se describe también
dolor crénico, desalineamiento de piezas dentales, infecciéon oral, aversién al
alimento, dificultad para limpiarse, epistaxis y caquexia (Liptak y Withrow, 2013;
Wypij, 2013). El signo clinico de pérdida de piezas dentales cercanas al tumor oral
se asocia a la induccion de lisis 6sea por parte de la neoplasia (Liptak, Withrow,
2013). Esta semejanza de signos clinicos presume que el comportamiento

biolégico de CCE es similar a las especies domésticas.
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Respecto al aspecto macroscopico de las neoplasias, el CCE oral fue el
Gnico tumor que generd deformacion facial y se presentd de modo endofitico
crateriforme generando un crecimiento bajo la mucosa, ocasionando signos
clinicos evidentes de modo tardio, invasiébn de etmoturbinarias, exoftalmia o
endoftalmia, disnea y hasta una fractura patolégica. El crecimiento de esta masa,
no muy evidente externamente, puede confundir un CCE oral en etapa inicial con
un engrosamiento gingival difuso asociado a hiperplasia gingival (Lennox y Miwa,
2016). En humanos, algunos estudios sugieren que el patrén de crecimiento de
CCE de cabeza y cuello tiene una relacibn con pronostico y respuesta al
tratamiento (Harasymczuk et al., 2013). Sin embargo, en los individuos analizados
en el estudio de Harasymczuk et al. (2013) se determiné que no hubo diferencias
estadisticas en el grado histol6gico de CCE oral con el patrén de crecimiento. No
obstante, se establecié que los tumores endofiticos al ser detectados tardiamente
solian generar metastasis en el linfonodo regional o reaparicion clinica. En el
presente estudio, no se analizaron los linfonodos submandibulares de los
pacientes; este aspecto podria ser interesante de evaluar para poder determinar si
existe metastasis asociada al aspecto macroscépico de la neoplasia y/o su grado

histologico.

Como enfoque inicial de aproximacion diagndstica, se deberia considerar
como aspectos relevantes los signos clinicos asociados, la localizacién anatémica
y caracteristicas macroscopicas del tumor oral, pero el diagndstico definitivo debe
ser establecido mediante histopatologia (Uzal et al., 2016). Al respecto, se observo
gue los signos clinicos mas severos se generaron en los casos de CCE, neoplasia
caracterizada por su comportamiento agresivo y alto nivel de invasion en tejidos
adyacentes. La invasion en la submucosa y reemplazo de etmoturbinarias o hueso
mandibular reflej6 el comportamiento maligno de esta neoplasia y coincide con
reportes previos en esta especie (Rivera y Janovitz, 1992; Raymond y Garner,
2001). Adicionalmente, la invasién ésea fue observada histolégicamente en un 31%
de los ejemplares. En gatos el CCE oral también genera invasion vy lisis del hueso
adyacente, caracterizado por una resorcion 0sea osteoclastica (Martin et al., 2011;

Wypij, 2013; Martin et al., 2015). El dafio a nivel 6seo se asocia con altos niveles
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de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea, la cual permite la activacion

de osteoclastos induciendo resorcion 6sea (Wypij, 2013).

El comportamiento agresivo del CCE oral conduce a optar por eutanasia
cuando los erizos de tierra presentan una deformacién facial severa, sangrado
profuso y/o disnea inspiratoria. Se ha reportado que en felinos, esta neoplasia va
progresando a pesar del tratamiento con radio y/o quimioterapia, de modo que en
la mayoria de los gatos se decide realizar eutanasia por la severidad de los signos
clinicos (Wypij, 2013).

Los otros tres tipos de neoplasias orales observados no generaron
problemas severos en los erizos afectados (4/21); en ningln caso se produjo una
deformacion facial. En cuanto al fibroma odontogénico periférico identificado en
este estudio, presentd caracteristicas similares a las descritas en felinos y caninos.
En las tres especies se observa, macroscopicamente una morfologia pedunculada
0 sésil (Stebbins et al., 1989). Se ha descrito que se puede realizar una extraccion
quirdrgica y el riesgo de reaparicion local es bajo (Wozniak-Biel et al., 2015). Es
importante indicar que el aspecto macroscépico de esta neoplasia dificulta la
diferenciacién visual con hiperplasia gingival, de modo que es necesario realizar el
diagnéstico  histopatolégico. Respecto al sarcoma indiferenciado vy
hemangiosarcoma, ambos tumores no ocasionaron signos clinicos adicionales a la
deteccién de la masa oral, de modo que al extraerlas quirdrgicamente las mascotas
no presentaron alteraciones. No se puede descartar que estas neoplasias hayan
generado metastasis que no hayan sido detectadas al examen fisico, ya que no se
les realizé examenes complementarios de imagenologia ni sanguineos. Hasta el
momento, no se han encontrado publicaciones cientificas sobre hemangiosarcoma
oral en erizos de tierra, de modo que este seria el primer caso que se tiene
registro. En esta especie se habian descrito dos casos de hemangiosarcoma a
nivel cutaneo, uno concomitante con un mastocitoma cutdneo y otro en la region
femoral lateral derecha (Raymond y Garner, 2001; Finkelstein et al., 2008). Este
tltimo caso se identificO como poco diferenciado y la neoplasia después de ser
extirpada quirdrgicamente reaparecio localmente generando déficit funcional,
inapetencia y pérdida de peso. Al realizar la necropsia en el ejemplar afectado, se

detectd metéstasis en higado, pulmones y riflones. El hemangiosarcoma se reporta
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como una neoplasia maligna de muy rara presentacion en cavidad oral; en perros
hay 6 reportes de caso de este tumor en lengua, uno en encia maxilar y otro en la
rama mandibular (Papadimitriou et al., 2014).

Otras neoplasias orales descritas en erizos de tierra no fueron detectadas
en este estudio, ello se podria asociar a la baja prevalencia de ellas. Se ha descrito
un caso de fibrosarcoma oral que se extendia por el paladar duro afectando el seno
nasal (Raymond y Garner, 2001). También se ha reportado un caso de
osteosarcoma oral, el cual ocasioné dafio éseo detectado a través de una
microtomografia computarizada (micro-CT) (Lennox y Miwa, 2016). Estos casos
fueron confirmados histolégicamente y tenian caracteristicas histopatologicas

similares a las reportadas en otros animales domeésticos.

En el estudio se detectaron algunas dificultades diagnésticas, una de ellas
corresponde a la baja frecuencia de revisiones veterinarias de erizos mayores de 2
afios. Se observé que durante el estudio, en algunos casos, en un periodo de 6
meses, el tumor oral puede desarrollarse sin que se generen signos clinicos que
sean evidentes para el propietario (Risso, 2016). Se considera por ello, que
acortando el tiempo entre revisiones veterinarias se podria hacer una deteccion
temprana e intervenir. Asociado a la poca frecuencia de consulta veterinaria, ocurre
gue durante el examen clinico algunos duefios no desean gque su mascota sea
anestesiada para una exploracion completa de la cavidad oral. Los propietarios
manifiestan temor a la anestesia y evitan realizarla por el costo econémico que ella
implica (Risso, 2016). Ello dificulta la exploracion de eventuales lesiones en
cavidad oral. Dado el mal pronéstico de las neoplasias orales en esta especie, el
clinico deberia promover la realizacion de un examen oral exhaustivo bajo

anestesia general.

De manera adicional a lo previamente sefialado, en este trabajo se
evidencié una baja tasa de muestreo histopatolégico en respuesta a un aumento de
tamarfo en cavidad oral. Uno de las razones de lo anterior es que algunas masas
orales fueron diagnosticadas a priori como un absceso local durante el examen
clinico y ocasionalmente se rectificé el diagnéstico mediante citologia. En general,

cuando se trataba de un tumor oral, algunos duefios no deseaban enviar la masa
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oral a andlisis histopatologico debido al costo econ6mico asociado.
Ocasionalmente, algunos veterinarios evitaban obtener una biopsia de masas
invasivas con crecimiento acelerado debido al mal pronéstico del paciente,
ausencia de una terapia eficiente y efectos secundarios de la obtencion de la
biopsia, tales como hemorragia y dolor.

Con respecto a los biomarcadores estudiados, se observd un bajo indice
proliferativo en las muestras estudiadas (14% para CCE, fibroma odontogénico
(10%), sarcoma (4%)). La localizacion de la marca en las células neoplasicas del
CCE con leve predominancia en el borde de las aglomeraciones de nidos o islas
permite deducir que las células muestran mayor proliferacion en su avance invasivo
hacia el estroma. El no detectar una asociacion estadisticamente significativa entre
la expresion de Ki67 y CCE oral o hiperplasia gingival, se pudo haber generado
porgque en los casos de hiperplasia gingival habia células epiteliales basales que se
encontraban en proliferacién. Adicionalmente, el bajo IP de Ki67 para el CCE oral
se relaciona con el bajo nimero de mitosis que se observaron en la tincién HE. En
otras especies, la elevada expresion de Ki67 en CCE oral se asocia a un mal
prondstico, como en humanos, mientras que en felinos se relaciona con una
disminucion en la sobrevida (Wypij, 2013). En el estudio de Bergkvist et al. (2011),
en 67 gatos con CCE oral, el indice proliferativo mediano fue 54.6%, muy superior
al detectado en los erizos de tierra estudiados. Gonzalez-Moles et al., (2010)
establecié que el CCE se desarrolla mediante una division asimétrica generando
linajes para una diferenciacion terminal, lo cual se considera un mecanismo de
protecciéon ante el desarrollo de eventos oncogénicos responsables de un mal

prondstico.

En cuanto al marcador VEGFR, es una proteina de tipo tirosina-quinasa
ubicada en la membrana celular al igual que EGFR. En tumores malignos, el VEGF
se une a VEGFR-2 induciendo neovascularizacion que conduce al crecimiento y
metastasis tumoral, asi como promociéon de supervivencia celular mediante
inhibicion de la apoptosis (Mestre, 2016). La deteccién del VEGFR en elevada
intensidad en CCE analizados aqui y su ubicacion preferente en la parte central de
nidos e islas de células neoplésicas, permite deducir el rol que esta teniendo este

receptor en el fomento de angiogénesis y proliferacion del tejido neoplésico, debido
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a su accion mitogénica (Neuchrist et al., 2001; Guo et al., 2010). La expresion de
VEGFR se asoci6 significativamente con el tipo de lesion histologica de los casos
estudiados (CCE oral en comparacion con la hiperplasia gingival como control). La
baja presentacion del marcador en las otras neoplasias permite inferir un bajo nivel
de angiogénesis y supervivencia celular en ellas. En humanos con CCE oral, la
expresion de VEGFR-2 varia de un 16,7% en el estadio 1 a 7% en el estadio 4,
segun las etapas descritas por la Unién Internacional del Control del Cancer
(Pianka et al., 2015). La mayor presencia de este marcador en CCE de erizos de
tierra podria ser considerado como sustento para desarrollar potenciales terapias
especificas contra esta neoplasia. Este hallazgo resulta altamente relevante para
futuras intervenciones en erizos de tierra, sobre todo si se logra identificar el CCE

oral en etapas iniciales.

En el caso del biomarcador EGFR se presumia que tendria una
sobreexpresion en el CCE oral, pues ello ha sido descrito en otras especies
domésticas (Bergkvist et al., 2011). Sin embargo, dicho marcador no generd una
marca positiva en ninguna de las neoplasias evaluadas en erizos de tierra ni en el
control no neoplasico especie especifico. La ausencia de expresion no
necesariamente implica que en esta especie no se encuentre el antigeno
especifico (EGFR) sino que probablemente la proteina de transmembrana era
diferente o el biomarcador no pudo detectarla. Es importante indicar que el control
positivo, proveniente de carcinoma de células escamosas de perro, tuvo una marca
intensa. Pese a las diversas modificaciones en la metodologia de recuperacion

antigénica, no se obtuvo la marca esperada en los tejidos de la especie analizada.

Respecto a COX-2 se puede sefialar que cumple un rol complejo
relacionado con la inflamacion. Asimismo, regula numerosos procesos hioldgicos
gue favorecen el desarrollo y crecimiento neoplasico. Se ha reportado una
sobreexpresion en 77% de CCE de cabeza y cuello en humanos y un 67% en CCE
oral en felinos (Wypij, 2013). En las neoplasias de erizos de tierra analizadas, el
71% expresO el mencionado biomarcador, 11 en 2-Allred y sélo una muestra
presentd el maximo grado de la clasificacion 3-Allred. Soslow etal. (2000)
establecio que la expresion de COX-2 en epitelio no neoplasico adyacente al tumor

sugiere un efecto paracrino que favoreceria la accion de resistir la apoptosis,
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promover la angiogénesis e impedir una adecuada respuesta inmune. Ello
concuerda con la leve marca en el epitelio cercano a las células neoplésicas. Los
casos de hiperplasia gingival, debido al proceso inflamatorio asociado, también
presentaron expresion del marcador. A pesar que el COX-2 se encuentra liberado
durante procesos inflamatorios se considera que en los tejidos analizados, la

expresion del biomarcador se encontro relacionada a un proceso oncogénico.

Considerando que ya se encuentra bajo evaluacion el potencial efecto
terapéutico de inhibidores de COX-2 sobre el CCE oral detectados en diversas
etapas (Doré, 2011), es posible que en una lesion pre-cancerigena o pre-invasiva
intervenida tempranamente con un inhibidor de COX-2 se podria disminuir la
progresion tumoral, ello pese a que el mecanismo oncogénico no se encuentra
totalmente descrito (Soslow etal,, 2000; Martin etal., 2015). Seria relevante
establecer estudios donde se pueda determinar el alcance de la terapia con

inhibidores de COX-2 para erizos de tierra.

Al realizar la evaluacibn de Ilos tejidos neoplasicos (obtenidos
mayoritariamente postmortem) caracterizados por la etapa avanzada en la que se
encontraban los pacientes, se especula que la actividad de cada uno de los
marcadores empleados estaria afectada por la temporalidad. En especifico, en el
caso del Ki67 en el epitelio pre-maligno el indice proliferativo deberia ser mayor, ya
gue las células parabasales estan creando nuevos clones, incluyendo algunos que
favorecen la invasion, lo cual se asociaria a una etapa temprana de oncogénesis
(Gonzalez-Moles et al., 2010). Mientras que en etapas posteriores de crecimiento
tumoral, la proliferacién celular empieza a disminuir progresivamente debido a la
heterogenicidad de las células neoplasicas, ello se podria ver reflejado en una
disminucién en el indice proliferativo. Se requiere realizar estudios adicionales a fin

de tener certeza de esta elaboracion.

Finalmente, se puede afirmar que entre las neoplasias detectadas en los
erizos de tierra del presente estudio, el CCE oral tuvo una elevada presentacion y
su comportamiento maligno e invasivo fue corroborado mediante la IHQ con la
sobreexpresion de los tres marcadores empleados que detectaban proliferacion
celular, angiogénesis, inhibicién del sistema inmune, resistencia a la apoptosis,

entre otros mecanismos que favorecian el crecimiento de la neoplasia oral.
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8. CONCLUSIONES

La mayoria de los tumores orales en erizos de tierra tuvieron caracteristicas
clinico-patolégicas de alta malignidad manifestadas en un crecimiento
invasivo, escasa diferenciacion histolégica y alta expresién de marcadores

asociados a progresion neoplasica, especialmente de VEGFR2.

La mayoria de los tumores orales en erizos de tierra fueron CCE y afectaron
animales de edad avanzada (2 a 6,5 afos) con deformidad facial como

principal signo clinico.

La mayoria de las masas orales, independiente de su origen histologico,
fueron similares macroscépicamente en sus etapas iniciales, de modo que,
se sugiere realizar un diagnéstico temprano mediante histopatologia. Esto

podria tener un impacto positivo en el manejo terapéutico de los pacientes.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARACTERIZACION CLINICO PATOLOGICA DE LESIONES TUMORALES EN
CAVIDAD ORAL DE ERIZOS DE TIERRA (Atelerix albiventris)

Nombre del Investigador principal: Gabriela Del Aguila Herrera

Institucion: Departamentos de Ciencias Clinicas/ Patologia Animal, Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile

Teléfonos: 29785612 - 29785541

Le estamos invitando a participar en el proyecto de tesis de Magister “Caracterizacion
clinico-patologica de lesiones tumorales en cavidad oral de erizos de tierra (Atelerix
albiventris)”

Objetivo: EIl objetivo general de este estudio es caracterizar tumores orales que presentan
erizos de tierra, para determinar el tipo de neoplasia y poder establecer su pronéstico. El
estudio incluira, aproximadamente, 25 erizos de tierra (Atelerix albiventris) de diversas
clinicas veterinarias que atiendan mascotas exaoticas.

Procedimientos: Si usted acepta participar, luego de realizar un examen clinico completo a
su mascota, se obtendran dos biopsias incisionales (muestras de tejido tumoral de diametro
aproximado de 3mm). El procedimiento se realizar4 bajo anestesia general inhalatoria
(isofluorano). La anestesia general inhalatoria conlleva un riesgo menor de originar lesiones
agudas, secuelas crénicas, complicaciones anestésicas graves y en raras ocasiones la
muerte.

Si su mascota se encuentra en condiciones de elevado deterioro corporal, bajo su
autorizacion, se sugerird un protocolo de eutanasia que consiste en aplicar una dosis
anestésica con isofluorano al 5% y posterior administracién de solucion de eutanasia T-61
intracardiaca. Las biopsias seran obtenidas después del deceso de la mascota.

El tejido obtenido serd empleado para estudios histopatolégicos que permitan establecer el
diagndstico especifico de la lesibn que presentaba su erizo de tierra. Las muestras
preparadas para los cortes histolégicos se mantendran en el Departamento de Patologia de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Riesgos: La participacién de su mascota en este estudio no le deberia generar mayores
riesgos si durante el examen clinico no se detecta alguna alteracion importante como de
coagulacién. Sin embargo, existe un riesgo minimo que en algunos erizos de tierra se
presenten inconvenientes derivados de las biopsias incisionales. Dichos inconvenientes
podrian ser los siguientes: decaimiento, inapetencia, leve dolor o hematoma en la zona de
la boca, entre otros. Es importante mencionar que adicionalmente al proceso anestésico, se
administrard analgesia para minimizar el dolor asociado a la toma de muestras.

Costos: El estudio histopatolégico que se realizard con las muestras de cavidad oral
obtenidas de su mascota no tendra costo para usted. No obstante, los costos derivados del
procedimiento anestésico si deberan ser cubiertos por usted.

Beneficios: La participacion en este estudio aportard al conocimiento sobre lesiones
tumorales en cavidad oral que presentan los erizos de tierra. La informacion obtenida
permitird sentar las bases para llevar a cabo futuros estudios clinicos, que ayudaran a
explorar nuevas alternativas de tratamiento para el cancer de boca en erizos de tierra. No
hay beneficios directos para la mascota que se someta a la toma de muestra. Finalmente,
usted podra acceder al resultado histopatoldgico de la masa oral de su mascota.
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Compensacion: Usted no recibird ninguna compensacion econdémica por su participacion
en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacién en este estudio sera
tratada con estricta privacidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o agencias
supervisoras de la investigacién. Cualquier publicacidn o comunicacién cientifica de los
resultados de la investigacion sera completamente andnima.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria.
Adicionalmente, Usted puede rehusar participar y cambiar de opinion después que ha
aceptado donar las muestras de cavidad oral de su mascota, sin que eso afecte la calidad
de la atencién que reciba su erizo de tierra.

Complicaciones: La obtencién de las muestras en cavidad oral de su mascota no interfiere
con la atencién habitual que se entregara.

Derechos del participante: Si usted requiere cualquier otra informacion sobre su
participacion en este estudio puede comunicarse con:

Investigador:
e Gabriela Del Aguila Herrera, gabydelagui@gmail.com

Autoridad de la Institucion:

e Dr. Cristian Torres Mendoza, Profesor de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. En el teléfono 2978 5516 o al correo
electrénico crtorres@uchile.cl

e Dr. Federico Cifuentes Ramos, Profesor de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. En el teléfono 2978 5511 o al correo
electrénico federico.cifuentes@uchile.cl

Comité de Bioética:
e Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile

Conclusién:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio
“Caracterizacion clinico-patolégica de lesiones tumorales en cavidad oral de erizos
de tierra (Atelerix albiventris)”

Nombre del Propietario Firma Fecha

Nombre del Investigador Firma Fecha

Este formulario de “Consentimiento informado” se firmara en triplicado para que los
donantes, el investigador responsable y Comité de Etica tengan las copias
correspondientes.
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ANEXO 2

_ UNIVERSIDAD DE CHILE
B Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 30 de noviembre de 2016

CERTIFICADO N° 17-2016

En relacién con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, y teniendo a la vista la metodologia del Proyecto:
“«Caracterizacion clinico patologica de lesiones tumorales en cavidad oral
de erizos de tierra (Atelerix albiventris)”. Este comité entiende que dicho
proyecto sera ejecutado por Srita. Gabriela Del Aguila H. estudiante dirigida

por el Dr. Cristian Torres.

alles contenidos en el Formulario para obtencion de
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
le, este Comité certifica que el Proyecto
directrices internacionales para

De acuerdo a los det
certificado de Comité de Bioética
Pecuarias de la Universidad de Chi

satisface lo estipulado en la guia de principios
biomédica, elaborada por el Consejo para

el uso de animales en investigacion
de las Ciencias Biomédicas, adecuada y

las Organizaciones Internacionales
adoptada por este Comité, y se ajusta a la legislacion chilena vigente sobre la
materia, incluida la Norma NCh 324-2011.

mité entiende que todos los ensayos se llevaran a cabo
s de erizos de tierra, previo consentimiento de sus
tubre de 2016, y junio de 2017.
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r/Santiago Urcelay V.

/ Presidente
Comité de Bioética Animal

A este respecto el Co

con biopsias obtenida
duefios. Las biopsias seran realizadas entre oC
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