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1. ETIOLOGIA

El linfoma o linfosarcoma es una neoplasia maligna de linfocitos que se origina en
o6rganos sélidos como nodulos linfaticos, higado, bazo u otro érgano con tejido
linfoide, dlstlngwendose de la leucemia linfoide ya que esta tiene su ongen en la
médula 6sea’

El linfoma canino es una de las neoplasias malignas mas comunes en el
perro, se sugiere que representa el 0.36% de todos los tumores de perros
presentados para atencion veterinaria y es la neoplasia hematopoyética que se
presenta con mas frecuencia en esta especie, abarcando el 83% de este tipo de
neoplasias en Estados Unidos de América.?® Tiene una incidencia de 6 a 30 casos
de cada 100,000 perros en riesgo al afo.* Generalmente se presenta en perros de
edad media a avanzada (6 a 12 afos de edad) aunque puede presentarse en
perros de cualquier edad.’

1.1 FACTORES GENETICOS

La causa del linfoma se desconoce, aunque se sugieren factores genéticos como
parte de su etiologia, debido a que se ha informado de una mayor incidencia de
presentaciéon en ciertas razas como Boxer, Terrier Escocés, Basset Hound,
Airedale Terrier, Chow Chow, Pastor Aleman, Rottweiler, Poodle, San Bernardo,
Bulldog Inglés, Beagle y Cobrador Dorado, mientras que existe una menor
incidencia en otras como Pomeranian y Dachshound.'* En la raza Boxer existe
una mayor predisposicidn que en otras razas, ya que el riesgo para desarrollar
linfoma es de hasta diez veces mayor que las demas razas en conjunto.® Debido
a la existencia de una predisposicion racial, se sugiere que el linfoma canino tiene
una base genética, siendo esta desconocida hasta el momento, o bien en cierta
manera tiene una relacion con una caracteristica heredable, esto ademas es
apoyado por la ocurrencia del Imfnma canino con mayor frecuencia en familias de
Bull Mastiff,’ Rottweiler y Otterhound,” sin embargo la mayor frecuencia familiar de
la enfermedad, no implica que la base sea exclusivamente genética, ya que puede
también implicar influericias de factores ambientales o infecciosos.’ Aunque se ha
observado una predominancia mayor en hembras por algunos autores no se ha
revelado alguna predisposicién de sexo en la mayoria de los estudios.®

Evaluaciones citogenéticas en linfoma tipo no Hodgkin en humanos proveen una
importante informaciéon diagnéstica y pronostica, muchas alteraciones
cromosémicas son asociadas de manera constante con subgrupos especificos
histopatolégicos o inmunolégicos. En estudios de ana|15|s citogenéticos de linfoma
canino, se han detectado anormalidades cromosomales,’ tales como hipoploidias,
hiperploidias y duplicaciénes, como la trisomia del cromosoma 13 que se relaciona
con un mejor pronéstico.® Sin embargo, poco se conoce sobre posibles
translocaciones o realineamientos de genes en el linfoma canino, sin embargo se
piensa que como en el caso del humano, se puedan detectar aberraciones
cromosomales constantes, que permitan identificar subgrupos especificos. Aunque



se han informado alteraciones cromosomales en el linfoma canino, un niimero de
casos insuficientes han sido estudiados para determinar el significado diagndstico
o prondstico de estas u otras aberraciones.>'°

1.2FACTORES AMBIENTALES

Los factores ambientales asociados al desarrollo de cancer en humanos, también
se han relacionado con el desarrollo de linfoma en el perro. Se ha sugerido que la
exposicion con algunos herbicidas, como al acido 2-4, diclorofenoxiacético,
asociado con un riesgo incrementado de los perros a padecer linfoma. En algunos
estudios, se demostré que la posibilidad para desarrollar linfoma en perros es dos
veces mayor cuando el progletano ha aplicado este herbicida mas de cuatro veces
al afio en su propiedad.*®" Los fesultados de estos estudios, no se han
comprobado en otros informes,'""'%'* asi mismo tampoco se pudo encontrar una
relacion del linfoma canino con el uso de pesticidas y otros quimicos como
pinturas, solventes, gasolina, lubricantes y diesel."

Se ha relacionado la exposicion a campos magnéticos de baja frecuencia
{50-60 Hz) creados por cornentes eiéctricas en los hogares con el desarrollo de
cancer en nifios, especialmente con leucemia.*'* Asi mismo, esta exposicién se
ha considerado como un incremento en el riesgo de la presentacién de
enfermedades malignas linfoides en los adultos. Esta relacion también se ha
considerado como una causa de incremento en el riesgo de desarrollo de linfoma
en el perro, sin embargo, en otros estudios se han obtenido resultados
inconsistentes o poco re 1presentatuvos para demostrar esta relacion, existiendo
incertidumbre en el tema.

1.3 FACTORES INFECCIOSOS

La hipétesis de que algln retrovirus este involucrado como causa del linfoma en el
perro no se ha confirmado, como en el caso de gatos y bovinos, sin embargo, se
han encontrado con microscopia electronica particulas virales con caracteristicas
similares a las de retrovirus en cultivos celulares de tejido de linfoma canino. 7.10
También se han identificado particulas virales en perros Beagle, posterior a la
transmisién celular de la enfermedad,'® sin embargo, el hallazgo de estas
particulas no ha sido confirmado en otros estudios.” La actividad de transcriptasa
de reversa se ha demostrado en 64 a 79% del sobrenadante de cultivos celulares
de linfoma canino,' asi como el hallazgo de ARN con alto peso molecular (60-70s)
asociado a la actividad de transcriptasa de reversa, mientras que este ARN no fue
detectado en cultivos de células linfoides normales del perro.'® Otros estudios no
han encontrado evidencia de actividad de la enzima transcriptasa de reversa,’

ademas no se han aislado virus a partir de cultivos que presentan actividad de
esta enzima. Hay evidencia que la actividad de la enzima de transcriptasa de
reversa es mayor en muestras obtenidas postratamiento o a la necropsia de
perros que recibieron tratamiento, que en biopsias de perros que no han recibido
tratamiento, esto sugiere que los efectos inmunosupresores de ia terapia inducen
a una mayor expresién de la actividad de esta enzima. Recientemente, un



retrovirus con morfologia tipica de un lentivirus, fue aislado a partir de células
mononucleares obtenidas de sangre periférica de un perro con leucemia.'® La
posibilidad de una accién directa causada de un virus, que implica la introduccion
de oncogenes virales o la alteracion del genoma con la activacion consecuente de
un proto-oncogen especifico, como es el caso de la leucemia viral felina o de la
leucosis viral bovina, es menos probable en el perro, siendo mas probable que una
posible accién oncogénica de un agente viral en esta especie solamente pudiera
ser ejercida por una susceptibilidad ampliada por factores genéticos. Otra posible
causa del modo de accién es por una estimulacion no especifica de la proliferacion
linfoide, que pudiera incrementar la posibilidad de cambios genéticos especificos
resuitando en una expansiéon monoclonal, como sucede de manera mas comun en
el linfoma de Burkitt con el virus Epstein-Barr (EBV) y en la leucemia de células T
asociada con el virus linfotrépico de células T tipo 1 (HTLV-1) en el humano."’
Como se ha mencionado, algunos linfomas en el humano se asocian de manera
definitiva con virus, como es el caso del HTLV-1, que establece una infeccién
latente por via de transcripcion de reversa en células T- de ayuda activadas,
pudiendo inducir leucemia o linfoma de células T en adultos. Otro virus asociado
con la ocurrencia de linfoma en humanos es el EBV, quien juega un papel
importante en la forma endémica del linfoma de Burkitt. Asi mismo, se conoce que
el EBV juega un papel en la etiologia del linfoma tipo no Hodgkin, especialmente
en personas con inmunosupresion adquirida o heredada.! Ultimamente, se ha
establecido la asociacién de linfoma de células B con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida.

1.4 FACTORES INMUNOMEDIADOS

Los linfomas son un grupo diverso de neoplasias de las células que intervienen en
el sistema inmunoldgico y se ha propuesto que los defectos en el este sistema,
responsables de la enfermedad inmunomediada y permitan el desarrollo de la
neoplasia.’® Algunos desérdenes inmunomediados han sido asociados con
neoplasias en humanos, siendo el linfoma el cancer mas comun que se relaciona
con enfermedades inmunomediadas como la artritis reumatoide, lupus entematoso
sistémico, sindrome de Sjogren, que incluye la triada de queratoconjuntivitis seca,
artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico;, dermatomiositis y tiroiditis.*®'®
Una reactividad alterada en el sistema inmunolégico humoral y celular, se ha
demostrado en perros con linfoma.'® El que esta inmunosupresion sea causada
por la neoplasia, o bien que este déficit inmunolégico proceda del desarrollo del
linfoma, necesita ser determinado.! Enfermedades autoinmunes también han sido
asociadas con varios tipos de neoplasias en el perro,?’ como la trombocitopenia
inmunomediada que se ha asociado con un mayor riesgo en el desarrollo de
linfoma canino, leucemia linfocitica y otros tumores sélidos.'®'®* En contraste, se
ha sugerido que esta relacion es debida a que los pacientes que presentan
enfermedades inmunomediadas son pacientes de edad avanzada, etapa con
mayor frecuencia de presentacion de neoplasias.’ En humanos se ha observado
un mayor riesgo de contraer cancer linforreticular en personas con
inmunosupresion espontanea o iatrogénica, asi como los pacientes con
transplante de érganos presentan mayor riesgo en desarrollar linfoma.'* Se ha



sefalado que la sobre expresién de ciertos oncogenes como por ejemplo MYC o
BCL-2 en los linfocitos de pacientes con diversas enfermedades autoinmunes
puede ocurrir, y eventualmente provocar el desarrollo de linfoma.’

2. SIGNOS CLINICOS

El linfoma al caracterizarse como una proliferacién maligna de células linfoides,
puede presentarse en cualquier 6rgano que contenga tejido linfoide. Se reconocen
cuatro formas de presentacién anatémica de! linfoma en el perro y el gato, que son
multicéntrica (generalizada), alimentaria, mediastinica (timica) y extranodal (renal,
neural, ocular y cutanea), sin embargo, independientemente del sitio de origen, la
enfermedad finalmente puede diseminarse e involucrar otros tegldos linfoides o de
otro ongen, particularmente el bazo, higado y médula ésea. *

sLa:presentaciéon multicéntrica es la mas comun en el perro, abarcando
mas del 80% de los casos * y se caracteriza por una linfadenomegalia
generalizada, llegando a tener de 2 a 15 veces el tamafio normal de los ganglios
linfaticos, con o sin hepatomegalia, esplecnomegalia o lesiones extranodales. En
ciertos casos solo se pueden encontrar uno o mas ganglios linfaticos afectados.
También es comudn encontrar signos clinicos no especificos como fiebre, letargia,
pérdida de peso y anorexia. Si la linfadenomegalia es muy marcada, pueden
causar obstruccién mecanica de los vasos linfaticos y sanguineos, causando
edema en miembros y cara, asi mismo pueden llegar a causar una compresion
parcial de las vias respiratorias causando tos en el paciente. Un 10 a un 20% de
los perros con linfoma multicéntrico presentan hipercalcemia. Estos pacientes
presentan poliuria, polidipsia, anorexia, vomito, diarrea, debilidad, depresién y
arritmias cardiacas.*

La presentacion mediastinica se caracteriza por los signos respiratorios
como disnea, intolerancia al ejercicio y tos. Algunos pacientes llegan a presentar
disfagia y regurgitacion. Estos signos se deben a la compresién causada por la
linfadenomegalia del ganglio linfatico mediastinico anterior y por una efusién
pleural maligna. La hipercalcemia se presenta hasta en un 40 % de los casos de
presentacion mediastinica en el perro.*

En el linfoma gastrointestinal, se observan sigrnos como vémito, anorexia,
diarrea, mala absorcion y pérdida de peso. Pueden ocurrir signos de obstruccion
intestinal o peritonitis. Suele presentarse como una masa solitaria o bien de
manera difusa en el tracto gastrointestinal. Los ganglios mesenténcos, higado y
bazo pueden o no estar involucrados. +%'°

El linfoma exranodal presenta signos clinicos inespecificos (letargia,
anorexia, perdida de peso, poliuria, polidipsia) o especificos del érgano o sistema
involucrado. Los ganglios linfaticos pueden o no estar afectados. Las
presentaciones extranodales comunes en el perro son la cutaneay la ocular.




El linfoma cutaneo es la presentacién extranodal mas comun en el perro,
abarcando del 3% al 8 % de los linfomas en esta especie. Se clasifica en
epiteliotrdpico (presencia de linfocitos neoplasicos en la epidermis) que tiende a
tener un origen de células T, y no epiteliotrépico (presencia de linfocitos
neoplasicos en la dermis) con origen generalmente de células B.*' Se caracteriza
por la infiltracién de linfocitos neoplasicos en cualquier area de la piel, y puede
ocurrir como una forma primaria o bien como resultado de la diseminacién del
tumor a partir de otras areas anatémicas. Es muy facil confundir el diagnéstico por
su presentacion clinica tan variable y porque puede tener similitud con otras
enfermedades cutaneas. En ocasiones los pacientes son presentados para una
segunda opinidn después de haber estado en terapias sistémicas y tépicas con
antibidticos, antimicoticos o esteroides, y que no han sido exitosas a causa de un
diagnéstico erroneo. Las lesiones pueden ser aisladas o generalizadas, e incluyen
nédulos, placas, puUstulas, tlceras, eritroderma, despigmentacién o dermatitis
exfoliativa. El tamano de las areas afectadas va desde pequefas (milimetros)
hasta grandes placas o nédulos (varios centimetros). Inicialmente aparecen
lesiones de parches eritematosos con alopecia y escaras, en cara y cabeza, que
progresan hacia el tronco. Esta forma evoluciona a placas eritematosas circulares
a irregulares, algunas con ulceracion central y formacion de costras en bordes
mucocutaneos. El prurito es variable. Tanto los parches como las placas pueden
sufrir regresion y reaparecer tiempo después, o progresar en una forma mas
agresiva, apareciendo nédulos de tamafio variable, solitarios o mltiples, firmes,
elevados, de color rojo oscuro, brillosos, con escalas o ulcerados, y con exudado
seroso que tiende a formar costras. Si las costras son removidas, la piel se
observa hemorragica e hiperémica. Es com(n encontrar infecciones bacterianas
secundarias, que ocasionan un mayor prurito y mal olor. En este estado el
progreso hacia los ganglios linfaticos u otros 6rganos puede ocurrir. En mas de un
tercio de los casos, la cavidad oral esta involucrada, y presenta lesiones en forma
de nddulos o placas eritematosas en mucosa, encias y labios. Los perros con
presentacidn epiteliotropica tienden a tener un mayor tiempo de supervivencia que
los que presentan un linfoma cutaneo no epiteliotrépico.?!

El linfoma renal es relativamente comdn en gatos, pero es raro en perros.
Incluye signos de insuficiencia renal. Los riiones se pueden encontrar
aumentados de tamafo, firmes e irregulares y generalmente la afeccion es
bilateral. *'°

El linfoma ocular se presenta en ambas especies, reconociéndose en el
perro con mayor frecuencia de manera secundaria a la forma multicéntrica,
mientras que en el gato es mas comun encontrarlo de forma primaria. Los signos
clinicos incluyen uveitis, hemorragia retinal, infiltrado conjuntival, queratitis
intersticial, hipema, hipopion, glaucoma, masas oculares, afeccién retinal e
infiltracién al nervio dptico. *

El linfoma neural puede afectar tanto al sistema nervioso central como al
periférico, y puede ser de presentacion primaria o bien como parte de la fase
multicéntrica. Los signos clinicos asociados con esta presentacién incluyen



convulsiones u otras anormalidades neurolégicas debido a la infiltracion de células
malignas al sistema nervioso central. La compresiéon de la médula espinal puede
ocurrir por la presencia de tumores extradurales o intramedulares causando
paresis o paralisis.’

3. DIAGNOSTICO

El linfoma es una enfermedad sistémica, sin embargo, es importante determinar la
extension de la enfermedad en los distintos érganos e identificar condiciones
secundarias a la enfermedad o no relacionadas a esta, que necesiten ser tratadas
o controladas antes de instituir un tratamiento. Se deben de realizar varios
procedimientos para establecer el diagnéstico definitivo y grado clinico det linfoma,
incluyendo un hemograma, quimica sanguinea y uriandlisis. E! diagnéstico se
basa en los resultados de los datos clinicos y resultados del estudio
histopatol6gico.*

Existen distintos grados en la presentacion de la enfermedad, para
clasificarlos, se evaila la extensién de la enfermedad, presencia de signos
paraneopldsicos y fa existencia de una enfermedad adyacente o no. En la
clasificacién se reconocen si los signos de enfermedad sistémica estan presentes
o no, utilizandose el esquema de la Organizacién Mundia! de la Salud (OMS) para
su clasificacion (cuadro 1). Esta se basa en los resultados del examen fisico,
resultados de pruebas de laboratorio, estudios imagenolégicos, evaluacion
citolégica de aspirados con aguja fina de tejidos linfoides y méduta o6sea,
evaluacion histologica de tejidos los linfoides, biopsia de médula ésea y evaluacion
oftalmolégica. Si se encueniran presentes signos sistémicos del sistema nervioso
central, un examen citologico del liquido cefalorraquideo debe ser realizado.™



CUADRO 1
CLASIFICACION DE GRADOS CLINICOS DEL LINFOMA EN PERROS Y GATOS
POR LA ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD'®
* Gradoll
Cuando un solo ganglio linfatico o tejido linfoide de un solo érgano se
encuentra implicado
¢ Gradoll
Cuando una cadena ganglionar se encuentra implicada.
¢ Grado Il
Implicacién generalizada de todos los ganglios linfaticos.
e Grado IV
Implicacién del higado, bazo o ambos con o sin los grados | a lll.
¢ GradoV
Manifestacion en sangre periférica, implicacion de la médula dsea con o sin
grados | a IV.
Cualquier implicacién extranodal.

¢ Subgrado a

Sin signos sistémicos.
* Subgrado b

Con signos sistémicos.

La anemia es una de las anormalidades mas comunes que se encuentran
asociadas con linfoma, se presenta en un porcentaje mayor a 38% de los casos.
Esta generalmente es de tipo normocitica, normocroémica, no regenerativa (anemia
de enfermedad crénica) y es causada, de manera secundaria, por una inflamacién
cronica asociada a la enfermedad, a un tiempo de vida disminuido de los
eritrocitos y a un metabolismo anormal de hierro, o bien por una respuesta
disminuida de la médula 6sea a la eritroPoyeﬁna. La trombocitopenia se encuentra
en mas del 58% de los casos en perros’, esta generaimente esta causada por una
disminucién en la produccion plaquetaria secundaria a una invasion directa a la
médula 6sea (mieloptisis) y a una capacidad disminuida de la médula para
producir megacanocitos. Las variaciones en el conteo total leucocitario ocurren en
alguos casos, se encuentra leucopenia aproximadamente en un 20% y
leucocitosis en un 30% de los casos.? Las alteraciones leucocitarias pueden estar
causadas por la implicacion neoplasica de la médula ésea, sin embargo otros
factores pueden causar estas alteraciones como el estrés por la enfermedad o
infecciones secundarias, ya que en la mayoria de los pacientes con linfoma se
??%Jentran inmunosuprimidos por lo que son susceptibles a padecer infecciones.

La hipercalcemia es un signo paraneoplasico comun asociado al linfoma en
el perro que va de un 10% al 40% de los casos. El mecanismo propuesto para la
hipercalcemia en perros con linfoma es la hipercalcemia humoral de malignidad,
causada por la produccion inducida por el tumor de un péptido relacionado a la




hormona de la paratiroides (PTHrP) que estimula una resorcién ésea
osteoclastica.**"

La hiperproteinemia se presenta rara vez, se puede encontrar una elevacién
de IgG, IgA o IgM producida por linfocitos B neoplasicos. La alteracién de las
proteinas séricas puede inducir un sindrome de hiperviscosidad, causando
diatesis hemorragica, signos nerviosos, lesiones oculares, renales y proteinuria de
Bence-Jones.®

La radiologia es una herramienta de gran ayuda para determinar la
extension de la enfermedad. Las radiografias toracicas revelan un aumento de
tamariio de los ganglios linfaticos retroesternales o taqueobronquiales, infiltrados
pulmonares, masas mediastinicas, efusion pleural 0 ambas. Las anormalidades
detectadas en radiografias abdominales incluyen un aumento de tamafio del
.shigado, bazo, ganglios linfaticos iliacos, efusién abdominal o ambas. La
ultrasonografia abdominal confirma anomalias en el tamanio, textura y estructura
%e los 6rganos, asi como el aumento de tamano de los ganglios linfaticos internos.

Aunque un aspirado con aguja fina de un nédulo linfatico para su estudio
citolégico, puede ser de gran ayuda para el establecimiento del diagnédstico, la
evaluacion histopatologica por medio de una biopsia o de la remocion total de un
noédulo linfatico, tiene un mayor valor diagnéstico y pronéstico, debido a que en la
biopsia se conserva la arquitectura del nédulo linfatico para ser evaluada y provee
una mayor cantidad de tejido para su analisis, lo que permite la clasificacién
histolégica del caso.’

La citologia de aspirados o biopsias de médula ésea deben ser realizadas
para confirmar la implicacion de esta, asi como la evaluacién citolégica de liquido
cefalorraquideo, fluido toracico y del aspirado de masas intracavitarias, es
indicada en pacientes con presentacion de signos en el sistema nervioso central,
efusién pleural 0 masas intracavitarias.®
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4. TRATAMIENTO

4.1 TRATAMIENTO DEL LINFOMA MULTICENTRICO

El manejo clinico del linfoma canino es muy variable debido a que ciertas casos de
linfoma responden mejor al tratamiento que otros por lo que no se ha logrado
establecer un protocolo quimioterapéutico estandar para todos los casos.*

Una vez que se ha obtenido un diagnéstico definitivo y se ha establecido el
grado clinico correcto, se debe llevar a cabo una discusién con el propietario en
cuanto al pronéstico. El propietario debe ser informado sobre las probabilidades de
remisidon y supervivencia, duracion de estas, costos del tratamiento y efectos
secundarios. Le debe ser entregada una copia del protocolo que se va a
administrar junto con el programa de los tratamientos y revisiones. La probabilidad
de alcanzar una cura en un perro o gato con linfoma es remota, pero sin
tratamiento, la mayoria de los casos mueren por la enfermedad en un tiempo de 4
a 8 semanas. La quimioterapia sistémica continda siendo la terapia de eleccién
para el linfoma, esta produce en la mayoria de los casos una resolucién de los
signos clinicos y anormalidades en los resultados de laboratorio vistos en la
presentacion del caso, por varios meses sin el compromiso de la calidad de vida.
Con el uso de protocolos quimioterapéuticos combinados (cuadro 2), los perros
tienen una expectativa de vida de 12 a 16 meses y alrededor de un 20 % se
encuentran vivos después de los 2 afios de haber sido diagnosticado.5 Existen
varios protocolos quimioterapéuticos efectivos contra el linfoma y la mayoria de los
pacientes toleran los efectos secundanos con baja o nula toxicidad. Aunque el uso
de protocolos con un solo farmaco puede ser efectivo, la mayoria de los protocolos
estdn conformados por varios farmacos debido a que el uso simuitdneo de
farmacos con diferentes mecanismos de accién, son mas efectivos en la
destruccién celular y desarrollan una menor resistencia a estos. Los farmacos que
conforman este tipo de protocolos, idealmente deben ser efectivos como agentes
anicos contra el tipo de tumor especifico, poseer diferentes mecanismos de accién
y no presentar toxicidad coincidente. Generalmente, los protocolos combinados
que ofrecen maoyor duracion del tiempo de remision son los que incluyen a la
doxorrubicina.*’
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Cuadro 2

Resumﬁ)n de los protocolos quimioterapéuticos mas utilizados en linfoma
canino

Protocolo Numerode Porcentaje de Tiempo de Tiempo de % de perros
perros remision remision en sobrevivencia en  vivos al afo
promedio promedio
(meses) (meses)
copP 20 70% 33 7.5 <10%
copP 77 75% 6.0 NR 19%
A 22 77% 6.3 6.3 NR
A 21 76% 6.8 3.0 NR
A 37 59% 44 7.7 NR
A 121 85% 43 7.9 NR
VMC-L. 59 0% 4.4 7.3 25%
VMC-L 147 77% 47 97 25%
VCA-L 112 73% 7.9 1.5 50%
L-COPA 41 76% 11.0 NR 48%
L-COPA 68 75% 3.0 58 27%
VLCAP 98 6S% 12.5 17 NR
L-PVCA 24 87% 10.3 17 NR
L-PVCD 21 71% 5 76 NR
L-VCAM 55 84% 84 118 50%
L-VCA 51 94% 9.1 13.2 NR

C: ciclofosfamida, O: vincristina, P: prednisona, A: doxorrubicina, V: vincristina, M:
metotrexato, L. asparginasa, NR: no reportado.

Los efectos secundarios pueden presentarse en uno o varios érganos o
sistemas, asi como dependen del farmaco que se utilice; por lo que siempre, antes
de administrar cualquier farmaco, se debe de considerar cuales pueden ser los
posibles efectos secundarios no deseables y el tiempo aproximado de
presentacion de estos, ya que en muchas ocasiones, con la administracién de
medicamentos de manera preventiva, los efectos secundarios pueden ser evitados
o controlados. Las recomendaciones dependen del érgano o sistema que pueda
Hegar a ser afectado. Las alteraciones que se presentan con mayor frecuencia en
oncologia veterinana, causadas por la administracion de la quimioterapia, y por lo
tanto, las de mayor significado clinico, son: toxicidad de la médula 6sea
(leucopenia, trombocitopenia y anemia), gastrointestinal (anorexia, vémito,
diarrea), en el sistema urinano, cardiotoxicidad y reacciones de hipersensibilidad.5
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4.2 TRATAMIENTO DEL LINFOMA EXTRANODAL

La mayoria de las veces, linfomas Unicos (ganglios solitarios, masas cutaneas o
gastrointestinales) eventualmente se vuelven sistémicos, y aunque se han
obtenido curas después de la excisién quirdrgica o radioterapia de linfomas
solitarios, son muy raras, por 10 que generalmente se recomienda que a pesar de
que la neoplasia pueda ser tratada quirargicamente o con radioterapia, se
administre un protocolo quimioterapéutico. *>*°

4.2.1 Linfoma gastrointestinal

El tratamiento del linfoma gastrointestinal es generalmente complicado debido a la
disfuncion del este sistema. Si el tumor se encuentra de manera localizada y
puede ser removido quirdrgicamente, este debe se extraido y posteriormente una
quimioterapia combinada debe ser administrada y los resultades generalmente
son favorables. En el linfoma gastrointestinal difuso se utiliza la quimioterapia
combinada con doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona y L-
asparginasa, aunque los tiempos de supervivencia son mas cortos que en la
presentacién multicéntrica. >'°

4.2.2 Linfoma neural

La mayoria de los linfomas neurales son consecuencia de manera secundaria al
linfoma muiticéntrico, aunque puede presentarse de forma primaria. En gatos y
perros con linfoma del sistema nervioso central, 1a quimioterapia con o sin
radioterapia es la modalidad de eleccién. Los protocolos deben incluir citarabina o
lomustina, ya que estos farmacos alcanzan grandes concentraciones en liquido
cefalorraquideo.®

4.2.3 Linfoma ocular

La implicacion ocular generalmente esta dada por ia forma multicéntrica y si las
lesiones oculares no son severas la vista puede ser recuperada una vez que el
linfoma he presentado remisién. Sin embargo, el ojo puede estar afectado
directamente por implicacion tumoral y siendo que este érgano se comporta de
manera similar a ia barrera hematoencefalica, es dificil obtener concentraciones
intraoculares adecuadas de los farmacos quimioterapéuticos, por lo que se
recomienda utilizar protocolos que incluyan a la citarabina o lomustina. Se puede
utilizar quimioterapia subconjuntival utilizando citarabina a dosis de 20 a 40 mg/mz,
diluido en solucidon Ringer, dos veces por semana para un total de seis a ocho
dosis. La enucleacién es una alternativa.*

4.2.4 Linfoma cutaneo
El tratamiento del linfoma cutaneo pocas veces es exitoso, incluso en caso de ser

secundario al linfoma multicéntrico. En el caso dei linfoma cutaneo primario, la
mayoria de los tratamientos deben ser considerados paliativos, pero al aliviar
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algunos signos clinicos, son de gran ayuda. Por ejemplo los bafios regulares con
champues basados en sulfuros hacen sentir al paciente mas confortable y mejora
su apariencia, aunque no tenga ningun efecto sobre la enfermedad primaria. La
prednisona puede ser utilizada para el controi del prurito, ya que no tiene un efecto
apreciable en el tiempo de supervivencia. Las lesiones localizadas deben ser
tratadas por medio de cirugia o radioterapia. Muchos farmacos y combinaciones
de éstos han sido utilizados en el tratamiento del linfoma cutaneo con resuitados
variables. Las mejores respuestas al tratamiento generalmente se dan con el uso
de la lomustina como Unico agente o en combinacion con prednisona; otra opcién
de tratamiento es el uso de protocolos quimioterapéuticos combinados con
doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona y L-asparginasa. Existen
informes variables sobre el uso de los retinoides como la isotretinoina y el
etretinato en el tratamiento de linfoma cutaneo canino. El mecanismo de accion de
los retinoides se desconoce, aunque se sostiene que al ser analogos de la
vitamina A, y ésta, al tener la funcién de ayudar a ta regulacién del crecimiento y
diferenciacién de las células, pueden actuar regulando la diferenciacion epitelial y
crear un efecto de reversa en la diferenciacion de malignidad, ' sin embargo su
utilidad es controvertida.

5. PRONOSTICO

Los factores que de manera independiente definen el pronéstico, son variables.!
La busqueda para identificar a un grupo constante de factores prondsticos, que
pueda ayudar al clinico en determinar el tiempo de sobrevivencia o la duracion de
la remision, ocurre tanto en medicina veterinaria como en humana. 502324
Algunas variables evaluadas en medicina veterinaria con significado pronéstico
incluyen sexo, edad, peso corporal, raza, grado y subgrado clinico, administracion
previa al tratamiento de corticoesteroides, condiciones paraneoplasicas, respuesta
inicial al tratamiento, anormalidades cromosomicas, clasificacién histoldgica e
inmunofenotipo celular *%*?*? | os factores que se han relacionado de manera
negativa al tiempo de remisién y de sobrevivencia son: Subgrado b, hipercalcemia,
presentacion mediastinica, cutanea, renal y nerviosa e inmunofenotipo celular T.
Tomando en cuenta estos datos es posible clasificar al linfoma canino en
diferentes grupos que presenten caracteristicas similares e idealmente establecer
protocolos de tratamiento especificos para cada grupo y lograr una mayor
confiabilidad en la determinacion del pronostico. El grado clinico de fa enfermedad
tiene gran relacién con el pronéstico,2272® |os perros que presentan una menor
extension de la enfermedad (grado clinico | a Il) tienen mayor probabilidad de
alcanzar una remisiéon completa, un mayor tiempo de la remisién y sobrevivencia
que en perros con grado clinico IV o V, asi mismo los perros con subgrado b,
presentan un menor periodo de remisién.® Los perros con hipercalcemia son
considerados dentro del subgrado b.

En los casos sin tratamiento, el prondstico es grave, siendo la sobrevivencia
de 30 a 60 dias, sin embargo, el linfoma es una de las neoplasias mas
susceptibles a la quimioterapia por lo que se pueden alcanzar tiempos de
sobrevivencia de meses a afios postratamiento.®#*'02930
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El inmunofenotipo celular es el factor que de manera independiente es el
mas importante asociado con el pron()stico,z”':‘2 sin embargo, muy pocos estudios

se han realizado sobre su importancia pronéstica en el linfoma canino.33 Por
medio de la técnica de inmunohistoquimica, |la descripcién inmunofenotipica es
cada vez mas utilizada en el diagnostico del linfoma canino. Se ha encontrado que
la mayoria de los linfomas caninos son de origen de células B y presentan un
mejor pronoéstico en comparacion de los linfomas de origen de células T, siendo en
estos de hasta la mitad del tiempo de remision de la enfermedad después de
recibir un tratamiento y del tiempo de sobrevivencia respecto a los linfomas de
células B. 27132333435 En yn estudio de 162 perros con linfoma, se informa una
diferencia en promedio de 60 y 160 dias de remision y de 157 y 335 dias de
sobrevivencia entre linfomas de origen de células T y células B respectivamente.

Un sistema para determinar el pronéstico es el estudio de regiones
nucleares argirofilicas organizadas (AgNORs).** Las regiones nucleolares
organizadas (NORs) son cadenas de ADN en el nucleolo de las células que
contienen ARN ribosomal, la configuracién o niamero de regiones son el reflejo de
la actividad celular y nuclear, utilizandose como marcadores de la sintesis proteica
que se relaciona con la velocidad en la proliferaciéon celular. Estas regiones se
visualizan con microscopia como puntos en el nucleolo utilizando tinciones de
plata (AgNORs). Se ha determinado que mientras mayor sea el niamero de
AgNORs presentes, mayor tiempo de duracién en la remision y sobrevivencia.**

6 CLASIFICACION HISTOLOGICA

Un factor que presenta una posible relacion con el prondstico es el grado
histolégico. Los sistemas de clasificacion histolégica para el linfoma humano
basados en la apariencia microscédpica, han sido aplicados para el perro, sin
embargo, el comportamiento biolégico del tumor es dificil de predecir con base a
las caracteristicas histolgicas tnicamente.*** Las clasificaciones que toman en
cuenta tanto caracteristicas histolégicas como inmunofenotipicas, han demostrado
un mejor significado prondstico.3? Los esquemas mas utilizados son: el de Kiel,' el
del National Cancer Institute lamado Working Formulation (NCI-WF)12530 y |a
Clasificacion Histologica internacional de la Organizacién mundial de la Salud.?7

El esquema de clasificacion Kiel (anexo 1), divide al linfoma en grado alto y
bajo; y considera la morfologia y el inmunofenotipo celular.12® En este esquema,
la composicidén celular es considerada de mayor importancia que el patrén de
crecimiento.

El esquema de clasificacion desarroliado por el National Cancer Institute-
Working Formulation (NCI-WF) (anexo 1), tiene un mayor uso en oncologia
veterinaria que otros esquemas humanos de clasificacion. Este sistema describe
diez tipos celulares basicos que son divididos en tres grados de comportamiento
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clinico: bajo, intermedio o alto."??* También es considerado el patrén de
crecimiento (folicular o difuso) y el indice mitético, el cual generalmente es menor
en los casos de grado histologico bajo.?® El patrén histolégico que comunmente se
observa en perros con linfoma, es el difuso con un indice mitdtico alto y de grado
intermedio a alto.'*%2

En un estudio donde se evaluaron 138 perros con linfoma, se determiné
que los perros con grado alto en el sistema de clasificacion Kiel, presentaron con
mayor frecuencia remisiones completas pero con una duracién mas corta de esta
en comparacién con los perros clasificados con un grado bajo.* Al evaluar los
mismos perros con la clasificaciéon NC/-WF, los perros con grado aito presentaron
un pzesriodo de sobrevivencia méas largo comparado con los perros con grado
bajo.

La actualizacion de la Clasificacién Histolégica Internacional de Tumores
Hematopoyéticos y Tejidos Linfoides de la Organizacion Mundial de la Salud®
(anexo 1), es una lista mas completa que incluye neoplasias linfoides,
enfermedades mieloproliferativas agudas y crénicas, sindromes mielodisplasicos,
desérdenes histiociticos y mastocitomas. Este sistema también cuenta con un
nimero de rastreo especifico para cada enfermedad que facilita su identificacion.
Ademas provee un mayor grado de precisién y reproducibilidad en la identificacion
anatémica, arquitecténica y citologica de las neoplasias hematopoyéticas,* sin
embargo hasta el momento, no se cuenta con el equipo y marcadores celulares
necesarios en México para utilizar este sistema de clasificacién en Medicina
Veterinaria, por lo que a la fecha la clasificacion del National Cancer Institute-
Working Formulation (NCI-WF) y de Kiel, tienen una mejor aplicaciéon en patologia
vetennaria en México.

En el humano los linfomas se dividen en tipo Hodgkin y tipo no Hodgkin,
pero la ocurrencia del tipo Hodgkin en el perro es disputable, siendo descritos
linfomas tipo no Hodgkin en practicamente todos los casos documentados.

Los resultados de diversos estudios de clasificacion histolégica del linfoma
canino, utilizando el sistema de clasificacion del National Cancer Institute —
Working Formulation (NCI-WF) encontrados en distintas zonas geograficas del
mundo se muestran en el cuadro 3:
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Cuadro 3

Resultados en porcentajes de casos de linfoma canino utilizando la
clasificacién histologica NCI-WF

Categoria  Grado Greenle™ Caner” Teske™  Ferrer® Foumel® Ruslander’ Carerr
(EUA) (EUA) (EUR) (EUR) (EUR) {EUA) (EUA)

DSL Bajo 11.2% 4.9% 00% 14.14% 13.04% 0% 4.4%
FSC 0% 0% 12% 0% 1.08% 0% 0.4%
FM 1.1% 0.4% 4.3% 0% 0% 0% 0.4%
FL Intermedio 3.4% 0.4% 31% 4.04% 0% 0% 0.2%
DSC 3.4% 5.9% 8.6% 0% 0% 0% 5.2%
DM 51% 2.1% 52% 16.16% 1.08% 7.69% 1.8%
DL 483% 20.0% 302% 29.29% 40.22% 30.77% 14.4%
1B Alto 256% 24.9% 6% 11.11% 14.13% 769% 21.5%
LB 0.6% 17.2% 0% 7.07% 1.08% 53.85% 17.1%
SNC 32% 242% 0% 3.03% 4.34% 0% 346%
MF Miscelaneo - - 17% 15.15% 14.13% - -

N 176 285 116 99 92 15 543

DSL: Linfocitico o plasmaticos de células pequefias, FSC: Folicular predominantemente
de células pequenas hendidas, FM: Folicular mixto de células grandes y pequerias, FL:
Folicular predominantemente de células grandes, DSC: Difuso de células pequerias
hendidas, DM: Difuso mixto de células pequeiias y grandes, DL: Difuso de células
grandes, I1B: Inmunoblastico, LB: Linfoblastico, SNC: Células pequefias no hendidas, MF:
Micosis fungoides.

Grado bajo: DSL,FSC FM. Grado intermedio: FL,DSC,DM,DL. Grado alto: I1B,LB,SNC.
n= nimero de casos

EUA: Estados Unidos de America, EUR: Europa
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7 INMUNOFENOTIPO

La inmunofenotipificacién se refiere a la aplicacion de anticuerpos monoclonales
para la diferenciacion de antigenos de membrana de linfocitos con el fin de
identificar la linea de las células presentes en un tejido. Los antigenos de
leucocitos se han clasificado, dando el surgimiento de una nomenclatura comun
para antigenos humanos y sus homélogos en otras especies, llamada cluster of
differentiation o antigenos CD. Existen mas de 160 antigenos CD asignados al
sistema inmunolégico en el humano, asi como muchas otras moléculas que aun
no han sido asignadas al sistema cluster of differentiation, sin embargo so6lo pocos
antigenos CD han sido asignados en el sistema del perro. En la actualidad, de los
anticuerpos disponibles para establecer el inmunofenotipo de linfocitos, los mas
utilizados en el perro son: el anti-CD3 de reaccion especifica de linfocitos T y el
anti-CD79 para deteccion de linfocitos B. 18.21.22,29,31.33-36,40.41 Otros anticuerpos
utilizados en el perro son el anti-CD4, -CD5 y -CD8 para deteccién de células Ty
anti-CD21 para células B maduras.3'%424

El CD3 es una molécula accesoria de membrana que se asocia con el
receptor de células T (TCR) formando el complejo de membrana TCR-CD3,
complejo expresado Unicamente en la superficie de células T maduras y timocitos.
La funcion del CD3 es participar en la transduccion de sefial después de la
interaccion con otra célula T, célula B o un antigeno. El CD3 esta compuesto por 5
cadenas polipeptidicas invariables, que en asociaciéon forman tres dimeros: Un
heterodimero de cadenas gamma y épsilon (ye), un heterodimero de cadenas delta
y épsilon (8¢) y un homodimero de cadenas zeta (¢Z) o un heterodimero de
cadenas zeta y eta (Ln)).44 La evaluacion de la expresiéon de CD3 es posible en
tejidos fijados en formalina y preservados en parafina utilizando anticuerpos anti-
CD3 comerciales (DAKO) siendo especifico para varias especies, entre ellas el
humano, perro, caballo y gato.22 La demostracién de la expresién de CD3 es uno
de los andlisis inmunofenotipicos mas dtiles actualmente realizados en
inmunodiagnéstico veterinario y es utilizado para el diagnéstico de leucemia y
linfoma de células T.% La expresion de CD3 confirma la presencia de linfocitos T
en un tejido.

El CD79 es una molécula accesoria de membrana asociada al complejo
receptor de células B (BCR). EI BCR esta compuesto por una inmunoglobulina de
membrana (mig) y por un heterodimero con una cadena a y una B, también
llamadas CD79a y CD79b respectivamente, y que tienen como funcién la
transduccién de sefal hacia el interior de la célula. El CD79 es expresado en todas
las fases de desarrollo de las células B inmaduras a maduras, persistiendo en las
células plasmaticas.44 Ei CD79a es un marcador Utii en el establecimiento del
diagnédstico de plasmacitoma, leucemia y linfoma de células B.Z La expresion de
CD79a puede ser detectada con productos comerciales (DAKO) en muestras de
tejido fijadas en formalina y son anticuerpos especificos para varias especies
como el humano, ratén, perro, gato y caballo.

18




Los resultados de diversos estudios de inmunofenotipificacion del linfoma
canino encontrados en distintas zonas geograficas del mundo se muestran en el
cuadro 4:

Cuadro 4
Porcentajes del inmunofenotipo de casos estudiados de linfoma canino

Foumel® Ferrer™ Kosarek™ Caniattiz Fisher® Dobson®! Burnett™ Teske®

Origen Europa Europa EUA Europa EUA Europa EUA Europa
Células B 73.91% 58% 65.41% 77.78% 88.89% 82.60% 50% 58.9%
Células T 26.09% 2% 22.70% 16.67% 11.11% 13.04% 35% 37.9%
2‘;% ':‘;3:5 0% 0%  1189%  5.56% 0%  4.35% 15%  3.20%
Numero de

casos 92 99 185 18 11 48 24 95

8 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Se ha sugerido que las caracteristicas morfologicas e inmunoldgicas del linfoma
canino varian dependiendo de las distintas zonas geograficas mundiales.3 Se han
documentado diferencias morfoldgicas entre casos de linfoma canino en Europa
con casos de linfoma canino en los Estados Unidos de América y en un estudio
reciente se encontraron diferencias entre distintas zonas geograficas dentro de los
Estados Unidos de América.34 En humanos se ha determinado que en el América
y Europa solamente del 10 % al 20 % de los linfomas tipo no Hodgkin tienen
origen de células T, mientras que en Asia los linfomas de células T son mas
comunes." En México no se ha realizado ningin estudio que establezca
caracteristicas histoldgicas e inmunofenotipicas en un sistema de clasificacion. Lo
que permitird proporcionar las bases para estudios futuros sobre la determinacion
del prondstico y tratamiento adecuados en esta zona geografica.

En el ambito mundial, existen pocos estudios en los que se establece el
inmunofenotipo celular del linfoma canino, por lo que hace falta la realizacién de
mas estudios donde el inmunofenotipo sea determinado, debido a que la
identificacién precisa del tumor, es necesaria con el fin de proveer un programa
6ptimo para el manejo de esta neoplasia.
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9 OBJETIVOS

1. Clasificar con base a las caracteristicas histolégicas e inmunofenotipicas al
linfoma canino en México.

2. Determinar si existen diferencias basandose en las caracteristicas
histolégicas e inmunofenotipicas entre México y otras dos regiones
geograficas con estudios previos (Estados Unidos de América (EUA) y
Europa).

10 HIPOTESIS

Los resultados de la clasificacion histolégica e inmunofenotipica seran diferentes
respecto a los resultados de otras clasificaciones realizadas en distintas zonas
geograficas mundiales.

11 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 31 muestras de tejidos conservados en bloques de parafina de 31
casos de linfoma en perros del departamento de patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México
presentados de 1995 al aflo 2002, asi como muestras de casos de linfoma
recopilados de manera posterior a esa fecha, dichos casos fueron conservados en
formol al 10% por un periodo de 48 horas y posteriormente fijados en parafina. Las
muestras de los bloques de parafina fueron cortadas con un microtomo en un
grosor de 4pum y tefidas con hematoxilina y eosina para el estudio histopatolégico
y fueron clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas histolégicas, tomando como
referencia el esquema de clasificacion del National Cancer Institute-Working
Formulation (NCI-WF).*® Los resultados del presente estudio, fueron analizados
estadisticamente con la prueba de ji cuadrada con clasificaciones publicadas
anteriormente por otros autores que utilizaron el sistema de clasificacion NCI-WF
baséndose en el grado histologico bajo, intermedio y atto.

Las muestras, también fueron clasificadas con base a su inmunofenotipo,
determinando su origen de células B o células T por medio de la técnica de
inmunohistoquimica, demostrando la expresion de marcadores contra receptores
de membrana de linfocitos del sistema CD, utilizando anticuerpos comerciales
marca DAKO, anti-CD3 para linfocitos T y anti-CD79a (HM57) para linfocitos B,
con una diluciéon de 1:100 para ambos anticuerpos (anexo 2). De cada caso, se
realizaron conteos de las células malignas marcadas positivamente para CD3 y
CD79a, en 5§ campos con el objetivo seco fuerte (40X), promediando los
resultados de los cinco conteos y estimando el porcentaje aproximado para cada
poblacion celular e identificando la poblacién con caracteristicas malignas. Los
resultados del presente estudio, fueron analizados estadisticamente con la prueba
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de ji cuadrada con clasificaciones publicadas anteriormente por otros autores que
utilizaron el sistema de clasificacién NCI-WF basandose en el origen celular T, B o
no-T/no-B.

Los estudios de clasificacion histolégica y de clasificacion inmunofenotipica
anteriormente realizados ademas de ser analizados por separado con los
resuitados del presente trabajo, fueron clasificados por su origen en dos areas
geograficas: Europa y Estados Unidos de América, analizando asi los resultados
de México con dichas areas geograficas.

Para el andlisis estadistico, la prueba de ji cuadrada fue utilizada y una
significancia de P< 0.05 fue establecida para el analisis de los datos. El programa
de computo GraphPad Prism 4.0 (GraphPad, Software Incorporated. San Diego,
CA) fue utilizado para realizar el analisis estadistico.

12 RESULTADOS

De los 31 casos, 18/31 (58.06%) fueron machos y 13/31 (41.93%) fueron
hembras. La edad promedio de presentacion fue de 6.51 afios con unrango de 2 a
12 afios. Las razas con mayor frecuencia fueron: Mixto 4/31, Cocker Spaniel 3/31,
Cobrador de Labrador 4/31, Rottweiler 3/31, Cobrador Dorado 2/31, Pastor
Aleman 2/31, Schnauzer Gigante 2/31 (cuadro 8).

Histolégicamente, los 31 casos seleccionados en el presente estudio, 6/31
(19.35%) fueron clasificados como linfoma linfocitico de células pequeiias, 1/31
(3.22%) como folicular mixto, 1/31(3.22%) como folicular de células grandes,
1/31(3.22%) como difuso de células pequefias hendidas, 12/31(38.71%) como
difuso de células grandes, 6/27 (19.35%) como Inmunoblastico, 3/31 (9.68%)
como linfoblastico y 1/31(3.22%) como linfoma de células pequefias no hendidas.
Considerando el grado histologico, 22.57% de los casos corresponden a un grado
bajo, 45.15% a un grado intermedio y 32.25% a un grado alto (Cuadro 5-Figurat).

Inmunofenotipicamente 31 casos fueron clasificados en 13/31 (41.94%) en

linfomas de células B, 15/31 (48.39%) como linfomas de células Ty 3/31 (9.68%)
como linfomas no-T/no-B o indeterminado. (Cuadro 6 — Figura 2, 3,4y 5)
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Cuadro 5
Resultado de la clasificacién histolégica con el sistema NCI-WF

Categoria Grado histolégico Numero de Porcentaje Porcentaje considerando el
casos grado

DSL Bajo 6 19.35% 22.57%

FSC 0 0

FM 1 3.22%

FL Intermedio 1 3.22% 45.15%

DSC 1 3.22%

DM 0 0

DL 12 38.71%

B Alto 6 19.35% 32.25%

LB 3 9.68%

SNC 1 3.22%

MF - -

Total 31 100 % 100%

DSL: Linfocitico o plasmacitoide de células pequefias, FSC: Folicular predominantemente
de células pequeias hendidas, FM: Folicular mixto de células grandes y pequefias, FL:
Folicular predominantemente de céiulas grandes, DSC: Difuso de células pequefias
hendidas, DM: Difuso mixto de células pequefas y grandes, DL: Difuso de céiulas
grandes, IB: Inmunobiastico, LB: Linfoblastico, SNC: Células pequeias no hendidas, MF:
Micosis fungoides.

Grado bajo: DSL,FSC,FM. Grado intermedio: FL,DSC,DM,DL. Grado alto: I1B,LB,SNC

Figura 1
Resultado de la clasificacion histolégica con el sistema NCI-WF
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Cuadro 6
Resultado de la clasificacion inmunofenotipica
Namero de casos Porcentaje

Células B 13 4194 %
Células T 15 48.39 %
Indeterminado (no-T/no-B) 3 9.68 %
Total 31 100 %
Figura 2

Resultado de la clasificacion inmunofenotipica

50=
40=
30-
32
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10=
= I'd rd
Células B Células T Células noB/noT
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De los 6 casos clasificados como linfoma difuso de células pequefias o linfocitico,
2 fueron de inmunofenotipo B, 3 de células T y 1 no-T/no-B; 1 caso de linfoma
folicular mixto de celulas T; 1 de células pequefnas hendidas de células T; 1
folicular de células grandes de células B; de los 12 casos de linfoma difuso de
células grandes, 3 de células B y 9 de células T; 5 linfomas inmunoblasticos de
células B y 1 caso no-B/no-T; de 3 linfoblasticos, 1 de células T, 1 de céluias B y 1
no-B/no-T; y un caso de linfoma de células pequefias hendidas de células B.
(Cuadro 7).

Cuadro 7
Relacién de la clasificacion histoldgica e inmunofenotipo

Inmunofenotipo

Categoria Numero de casos B T no-B/no-T
DSL 6 2 3 1
FSC 0

FM 1 1

FL 1 1

DsC 1 1

DM 0

DL 12 3 9

B 6 5 1
LB 3 1 1 1
SNC 1 1

MF

Total 31 13 15 3

DSL: Linfocitico o plasmacitoide de células pequefias, FSC: Folicular
predominantemente de células pequefas hendidas, FM: Folicular mixto de células
grandes y pequenas, FL: Folicular predominantemente de células grandes, DSC:
Difuso de células pequefias hendidas, DM: Difuso mixto de células pequefas y
grandes, DL: Difuso de células grandes, I1B: Inmunoblastico, LB: Linfoblastico,
SNC: Células pequefias no hendidas, MF: Micosis fungoides.

Grado bajo: DSL,FSC,FM.

Grado intermedio: FL,DSC,DM,DL. Grado alto: IB,LB,SNC.
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Figura 4. Inmunohistoquimica de un linfoma inmunoblastico de inmunofenotipo celular B. El
marcaje es-positivo a CD79a (Figura 4-A) y negativo a CD3, en la muestra se observan algunas
células T con marcaje positivo a CD3 presentes en el tejido (Figura 4-B).

Figura 5. Inmunohistoquimica de un linfoma difuso de células grandes hendidas de
inmunofenotipo celular T. El marcaje es negativo a CD79a (Figura 5-A) y positivo a CD3 (Figura
5-B).

Figura 5. Inmunohistoquimica de un linfoma difuso de células grandes no hendidas de
inmunofenotipo celular T. El marcaje es negativo a CD79a (Figura 6-A) y positivo a CD3 (Figura
6-B).
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Cuadro 8
Clasificacion histolégica e inmunofenotipica, raza, sexo y edad de los 31
casos

Raza Sexo
Akita

Afgano

Airedale Terrier
Airedale Terrier
Alaskan Malamute
Bioodhound

Cobrador de Labrador
Cobrador de Labrador
Cobrador Dorado
Cobrador Dorado
Cocker Spaniel
Cocker Spaniel
Cocker Spaniel

Gran Danés
Indeterminado
Labrador

Lobero Irlandés
Mestizo

Mestizo

Mestizo

Mestizo

Pastor Aleman

Pastor Belga
Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Scotish Terrier
Schnauzer Gigante
Schnauzer Gigante
Schnauzer miniatura
Viejo Pastor Inglés

DSL: Linfocitico o plasmacitoide de células pequenas, FSC: Folicular predominantemente de cél
células pequenas y grandes, DL: Difuso de células grandes, I1B: Inmunoblastico, LB: Linfoblastico.
M: macho, H: hembra

Grado bajo: DSL,FSC,FM. Grado intermedio: FL,DSC,DM,DL. Grado alto: IB,LB,SNC.
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12.1 RESULTADOS ESTADISTICOS

Histolégicamente al comparar los resultados del presente estudio con los
resultados de diferentes autores, se encontré6 una mayor proporcion de linfomas
de grado bajo con respecto a los demas estudios (Cuadro 9); y se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa con los estudios de Carter* (P<0.0001),
Rustander'’ (P=0.0233) y Carter®® (P<0.0001) y no se encontré una diferencia
estadistica con los demas estudios en comparaciéon (Cuadro 10-Figura 4). Al
comparar los resultados con los estudios realizados en las dos areas geograficas
en comparacion, se encontré una diferencia estadisticamente significativa con la
region de Estados Unidos de America (P<0.0001) mientras que no se encontro
una diferencia estadistica con la region de Europa (P=0.5984) (Cuadro11-Figura
5).

Inmunofenotipicamente, en este estudio se encontré una mayor proporcion
de linfomas de origen celular T (CD3 +); encontrandose una diferencia
estadisticamente significativa con los autores Fournel™® (P=0.0001), Ferrer”
(P=0.0033), Kosarek'® (P=0.0376), Cinniatti*? (0.0001), Fisher'' (P=0.0113),
Dobson®! (P=0.0001) y Teske® (P=0106) (Cuadro 12-Figura 6). Al comparar los
resultados con las dos areas geograficas, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa con la regién de Europa (P=0.001) y no se encontrd
una diferencia significativa con la region de Estados Unidos de América
(P=0.1158) (Cuadro 13-Figura 7).

Cuadro 9
Comparaci6n de la clasificacion histolégica con resultados de otros autores

Categoria Greenle™ Carter™ Teske™ Ferre Foumel™ Ruslander” Carter> Resultados en

el presente
estudio
DSL 10.2% 4.9% 0.0% 14.14% 13.04% 0% 4.4% 19.35%
FSC 0% 0% 12% 0% 1.08% 0% 0.4% 0
FM 1.1% 0.4% 4.4% 0% 0% 0% 0.4% 3.22%
FL 3.4% 0.4% 31% 404% 0% 0% 0.2% 3.22%
DSC 3.4% 5.9% 8.6% 0% 0% 0% 52% 3.22%
DM 51% 21% 52% 16.16% 1.08% 7.69% 1.8% 0
DL 483% 20.0% 302% 29.29% 51.12% 30.77%  14.4% 38.71%
1B 256% 24.9% 6% 11.11% 14.13% 769% 21.5% 19.35%
LB 06% 17.2% 0% 7.07% 1.08% 53.85% 17.1% 9.68%
SNC 32% 242% 0% 3.03% 4.34% 0% 34.6% 3.22%
MF - - 1.7% 1515% 14.13% - - -
n 176 285 116 99 92 1! 543 31

DSL: Linfocitico o plasmaticos de células pequefas, FSC: Folicular predominantemente de
células pequenas hendidas, FM: Folicular mixto de células grandes y pequefias, FL: Folicular
predominantemente de células grandes, DSC: Difuso de células pequefias hendidas, DM:
Difuso mixto de células pequefas y grandes, DL: Difuso de células grandes, IB:
Inmunobléastico, LB: Linfoblastico, SNC: Células pequeias no hendidas, MF: Micosis

fungoides.
Grado bajo: DSL,FSC,FM. Grado intermedio: FL,DSC,DM,DL. Grado alto: i8,LB,SNC.
n: namero de ¢asos.
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Cuadro 10
Comparacion de la clasificacion histolégica con resultados de otros autores
basandose en el grado histologico

N Grado Grado Grado Miscelaneo Region Valor de ji Significancia Diferencia

bajo  intermedio alto (%) (%) de Cuadrada estadistica
(%) (%) Origen
Resultados
en el 31 2257 4515 3225 000  México
presente ' ’ ’ ’ X
trabajo
Greenle® 176 1130 6020 29.40 000  EUA 03624 0.5472 No
Carter” 285 530 2840 66.30 0.00 EUA 1914 <0.0001 Si
Toske™ 116 1640 75 6.0 170  Europa  1.941 0.1636 No
Ferrer™ 99 1414 4949  21.21 1515 Europa 5 ag1 0.1244 No
Foumel® 92 1412 5112 1955 1413 Europa 1816 0.1778 No
Ruslander” 15 000 3846 61.54 0.00 EUA 5149 0.0233 Si
Carter™ 543 520 2160 7320 000 EUA 2368 < 0.0001 Si
Cuadro 11

Comparacion de la clasificacion histolégica con resultados de otros autores,
considerando el area geogréfica y basandose en el grado histolégico.

N Grado Grado Grado Miscelaneo Valor de ji Significancia Diferencia
bajo intermedio alto (%) Cuadrada estadistica
(%) (%) (%)
Resultados en
el presente 31 2257 4515 32.25 0.00
trabajo
Europa 2%%* 275 1508 6032 1508  9.51 0.9354 0.3334 No
EUA' 223 1029 545 3307 5761 000 51.15 <0.0001 Si
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Figura 4
Comparacion de la clasificacion histolégica con resultados de otros autores
basandose en el grado histologico
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Figura s
Comparacién de la clasificacion histolégica con resultados de otros autores,
considerando el area geografica y basandose en el grado histolégico.
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Cuadro 12

Comparacién de los resultados del inmunofenotipo con otros autores

Namero Células Céluias No-B/no-T Regién Valor de jiSignificancia Diferencia

decasosB (%) T(%) (%) de Cuadrada estadistica
Origen

Resultados 31 4194 4839 968
del trabajo
Foumel™ 92 7391 2609 Europa 2337 0.0001 si
Ferrer” 9 58 42 Europa 8652 0.0033 si
Kosarek™® 185 6541 2270 1189 gy 4322 0.0376 Si
Caniatti® 18 77.78 16.67 556  Europa 18.43 0.0001 Sj
Fisher® 1 8889 11.11 EU 45.34 0.0001 Sj
Dobson™ 48 8260 130 435 Eycpa 2555 0.0001 Si
Bumett™® 24 50 35 15 EU 01539 0.8627 No
Teske™ 95 5890 3790 320 Eycpa 6525 0.0106 Si
Cuadro 13

Comparacién de los resultados del inmunofenotipo con resuitados de otros
autores, considerando el area geografica.

Numero de CélulasB Células T No-B/no-T Valor deji Significancia Diferencia
casos (%) (%) (%) Cuadrada estadistica
Resultados
g?ezL o 31 4194 4839 968
estudio
Europa®>'%3 374 62.83 29.68 1.60 10.88
842 0.001 Si
EU43S 220 65.00 23.18 11.82 2473 0.1158 No
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Figura 6
Comparacién de los resultados del inmunofenotipo con otros autores.
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Figura 7
Comparacion de los resultados del inmunofenotipo con resultados de otros
autores, considerando el drea geografica.
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13 DISCUSION

En la actualidad, se han desarrollado diversos sistemas de clasificacién del
linfoma de tipo no Hodgkin, sin embargo solamente los sistemas de clasificacion
de Kiel y del NCI-WF, han demostrado tener una mayor utilidad en la clasificacion
del linfoma canino. *'%2*% En el presente estudio fue seleccionado el sistema del
NCI-WF, por su maxﬁor aceptacion y difusién en México asi como en otras
regiones. '"#32329383946 e |05 casos presentados, al evaluar estadisticamente los
datos del presente estudio con los estudios de otros autores, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa con tres estudios realizados en Estados
Unidos de América, mientras que no se encontrd diferencia con el resto de los
estudios evaluados. Al comparar los resultados con las dos areas geograficas
establecidas (EUA y Europa), se encontré una diferencia estadisticamente
significativa con la regién de EUA, mientras que no se encontré diferencia con la
de Europa. Dicha diferencia puede ser debida a que en el presente estudio,
22.57% fueron clasificados de grado bajo, encontrando mayor cantidad de estos
de grado bajo con respecto a otros estudios, clue encontraron una menor
frecuencia de casos de grado bajo (Cuadro 10),'"“*?>29:%3%445nde se informa
entre 0% y 14.14% de casos de bajo grado, observandose una mayor diferencia
con los estudios realizados en la zona geografica de EUA que con los estudios
realizados en Europa, sin embargo la mayoria de los casos fueron clasificados
dentro de los linfomas de grado intermedio a alto, lo que coincide con los
resultados de todos los autores en otros estudios (ver cuadro 10), 7232529383948 |
que sugiere que en México como en otras areas geograficas, la mayoria de los
casos de linfoma canino, presenta un grado histolégico de intermedio a alto, sin
embargo, los resultados en este estudio sugieren una mayor proporciéon de casos
de grado bajo. Como se ha mencionado, el sistema de clasificacién NCI-WF no es
un sistema ideal de clasificacion histolégica del linfoma canino, razén por la que
pudieran encontrarse diferencias con otras zonas geograficas, por lo que se
sugiere la evaluaciéon con nuevos sistemas como la Clasificacién Histolégica
Internacional de Tumores Hematopoyéticos y Tejidos Linfoides de la Organizacion
Mundial de la Salud, sea utilizada para corroborar los hallazgos encontrados. Los
anticuerpos utilizados en este trabajo: anti-CD3 y anti-CD79a (HM57) (Dako),
demostraron su funcionalidad en la inmunofenotipificacion de los tejidos de linfoma
canino preservados en parafina como habia sido validado antenormente por otros
autores. 18.21.22,29.31.33-36,4041 Al evaluar los resultados del inmunofenotipo, se
encontré una diferencia estadisticamente significativa con siete de los ocho
estudios realizados, en cinco regiones europeas y en dos de EUA. Al comparar los
resultados con las dos regiones geograficas establecidas, se encontr6 una
diferencia estadisticamente significativa con la regién de Europa; no
encontrandose dicha diferencia con la de EUA. Esta diferencia pudiera estar dada
debido a que en comparacién con Europa y con EUA, en el presente estudio, se
encontré un magor orcentaje de casos de linfoma de origen celular T que de
origen B.233136:40424345ver cuadro 12), lo que sugiere que en México exista una
proporcion mayor de casos de linfoma canino de células T; sin embargo estudios
con un mayor numero de casos se deben realizar para confirmar dicha afirmacion.
Por otro lado, en México se encontré un mayor porcentaje de linfomas de células

32




no-T/no-B o célufas nulas con respecto a las dos zonas geograficas, diferencia
mas notoria con los estudios de Europa, lo que sugiere que en México o en
Ameérica exista una mayor proporcién de casos de células no-Bf no-T. En tres
casos del presente trabajo, uno clasificado histolégicamente como linfoma
linfoblastico, uno como inmunobiastico y otro como linfoma linfocitico, no se logré
marcar para ninguno de los anticuerpos utilizados (CD3 y CD79a), clasificandose
como células nulas o no-B/no-T. Una baja incidencia de linfomas no-B/no-T, ha
sido informada anteriormente independientemente del tipo hlstologlco:’“"42 8.
fenémeno que también ha sido reconocido en linfoma tipo no Hodgkin en humanos
donde se atribuye que el origen de este tipo de linfomas es a partir de células
naturales citocidas o NK, para su confirmacion seria necesario la utilizacion de
otros anticuerpos especificos para antigenos de membrana de las células NK,
siendo en humanos el CD56, CD94 y CD16*' sin embargo dichos antigenos, en la
revision de la literatura realizada hasta este momento, no han sido utilizados en
perros, desconociéndose si existe una reactividad cruzada entre ambas
especies.”’***** Una segunda posibilidad del marcaje negativo a CD3 y CD79a,
es que su origen fuera a partir de células precursoras B o inmaduras T, las cuales
en este estado, no presentan la expresion de CD79a y CD3 en sus membranas,
con lo que seria necesario utilizar marcadores de membrana especificos para la
expresion de antigenos de membrana en estas fases celulares, en humanos se
mforma la utilizacion de CD9 y CD10 para linfocitos precursores B y células pre-
B* asi como CD44, CD25 y CD117 para precursores temgranos de linfocitos T y
linfocitos inmaduros T,*” en un estudio (Greenle 1990),” en cinco casos fue
utilizado como marcador el CD25, de los cuales todos fueron negativos, con lo que
no puede determinarse su utilidad en perros. El CD9, CD10, CD44 y CD 117 no
han sido utlllzados en el perro en la revisiéon de literatura realizada hasta este
momento.>'**4243 O pien, una posible causa es la presencia de linfocitos malignos
anaplasicos o pobremente diferenciados que no expresen las mismas moléculas o
proteinas que las células bien diferenciadas. Otra posibilidad del resultado
negativo tanto a CD3 como a CD79a, es el de una fijacién inadecuada de la
muestra, que hubiera causado dafos estructurales a los antigenos de membrana,
causando que los anticuerpos no reconocieran a dichos antigenos, el presente
estudio, al ser de caracter retrospectivo, carece de control sobre la fijacién y
manejo de la muestra antes de ser procesada en parafina. Dos casos presentaron
marcaje positivo a ambos anticuerpos, existen informes de linfomas Imfoblastlcos
T, que demuestran la expresion conjunta de CD3 y CD79a en la misma céluia,*!

sin embargo, en estos casos, las células malignas fueron reconocidas como
positivas para los marcadores especificos y existia una predominancia en el
porcentaje en la expresion de alguno de los antigenos de membrana, por lo que
fueron clasificados en linfomas B o T dependiendo de las células neoplasicas
predominantes de cada marcador, con un estimado de 60% de células B con
caracteristicas neoplasicas, en uno de los casos, y 50% de células B neop|asncas
en el segundo caso, este criterio ha sido tomado por otros autores.>'*? La
utilizacién dnicamente del criterio morfolégico para la clasmcacnon del linfoma
canino, ha demostrado ser inadcuado en previos estudios.*® La utilizacién del
inmunofenotipo, ya sea por la tecnica de inmunohistoquimica o citometria de flujo,
ha demostrado ser de gran ayuda en el diagnéstico a través de la identificacion de
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marcadores especificos de lineas celulares. Recientemente ha sido demostrado
que en la mayoria de los linfomas y leucemias en humanos, existen perfiles de
expresidén génica que caracterizan a los diferentes tipos de estas neoplasias,
ademas, dentro de los distintos tipos histologicos e inmunofenotipicos de linfoma y
leucemia, diferentes subtipos pueden ser identificados en base al perfil de
expresion génica.“"50 Hasta el conocimiento de los autores, en medicina
veterinaria, solamente un estudio en el perfil de expresion génica del linfoma
canino esta siendo efectuado actualmente en los Estados Unidos de América,*
siendo investigaciones poco comunes y de alto costo. En ef futuro, este tipo de
proyectos podrian ser realizados con mayor facilidad, obteniendo asi una mejor
clasificaciéon del linfoma canino basado en caracteristicas histolégicas,
inmunofenotipicas y genéticas.

14 CONCLUSIONES

1. El sistema de clasificacion del NC/-WF es aplicable al linfoma canino para su
identificacidn histologica, siendo uno de los sistemas mas utilizados en diversas
areas geograficas, sin embargo no es un sistema ideal de clasificacion para el
linfoma canino.

2. La técnica de inmunohistoquimica realizada en este trabajo (anexo 2) es valida
para la utilizacién de los marcadores de membrana anti-CD3 y anti-CD79a para la
clasificacién inmunofenotipica del linfoma canino. De acuerdo a los resultados
mostrados en el presente estudio se sugiere la utilidad de los marcadores CD3 y
CD79a en una dilucién de 1:100 utilizando la técnica de inmunohistoquimica
descrita (ver anexo 2), para la identificacion inmunofenotipica de casos de linfoma
canino, que pudiera servir como indicador en el prondstico y tratamiento en estos
pacientes, sugiriendo ia necesidad de realizar este tipo de estudios en los casos
de linfoma canino.

3. Los resultados indican diferencias con respecto a otros informes en diferentes
areas geograficas, tanto Europa como Estados Unidos de América:
histolégicamente se encontré diferencia estadisticamente significativa con los
Estados Unidos de América, encontrandose un mayor nimero de linfomas de
grado bajo, especificamente linfoma de células pequefias o linfocitico, sin
embargo, la mayoria fue clasificada como linfomas de intermedio a alto grado
histolégico; inmunofenotipicamente, se encontré una mayor proporcién de casos
de linfoma de células T con respecto a otras areas geograficas, encontrdndose
una diferencia estadisticamente significativa con la regiéon de Europa. Un mayor
namero de casos en México debe de ser evaluado, para corroborar los hallazgos
de este trabajo.
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Anexo 1

Clasificacion Histoldgica de los Linfomas Tipo No Hodgkin de Kiel

Linfomas de bajo grado

. Linfocitico
o Células B, células T
o Micosis fungoides, Sindrome de Sézary
. Linfoplasmacitico, linfoplasmacitoide (LP-inmunocitoma)
o Plasmacitico (Plasmacitoma)
o Centrocitico
o Centroblastico / centrocitico
. Folicular / difuso

Linfomas de alto grado
* Centroblastico
o Puro
o Polimorfico
o Centrocitoide
* Linfoblastico
o Células B, células T
o Tipo Burkkitt
o Células convultas
* Inmunoblastico
* Inclasificable de alto grado
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‘ Clasificacion Histologica de los Linfomas Tipo No Hodgkin del National
Cancer Institute — Working Formulation -
+ Linfomas de bajo grado
o Linfocitico o plasmaticos de células pequenas
o Folicular predominantemente de células pequenas hendidas
o Folicular mixto de células grandes y pequeras
* Linfomas de grado intermedio
o Folicular predominantemente de células grandes
o Difuso de células pequenas hendidas
o Difuso mixto de células pequenas y grandes
o Difuso de células grandes (hendidas / no hendidas)
e Linfomas de alto grado
o Inmunoblastico
o Linfoblastico
o Células pequefas no hendidas (Tipo Burkitt's)
« Miscelaneos
o Micosis fungoides
o Histiocitico
o Plasmacitoma extramedular
o Inclasificable
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fCla_sificaciéri_ Histologica Internacionaﬁe__NEplasias Herﬁatopoy_éticas en|
' Especies Domésticas de la Organizacién Mundial de la Salud |

Tumores del Sistema Linfoide

K Neoplasias Linfoides de Células B

1.1 Neoplasias de células B precursoras
1.1.1 Linfoma / leucemia linfoblastica de células B
1.2 Neoplasias de células B maduras
1.2.1 Linfoma / leucemia linfocitica cronica de células B

1.2.3 Linfoma linfoplasmacitico (LPL)
1.2.4 Linfomas foliculares

1.2.4.1
1242
‘ 1243
1244
1245
1246

|
’ 1.2.2 Linfoma linfocitico de células B de tipo intermedio (LLI)
|

Linfoma de células del manto (MCL)
Linfoma folicular de células centrales |
Linfoma folicular de células centrales |l
Linfoma folicular de células centrales Il
Linfoma nodal de la zona marginal
Linfoma esplénico de la zona marginal

1.2.5 Linfoma extranodal de células B de la zona marginal asociado a la|
mucosa de tejido linfoide (Linfoma MALT)

1.2.6 Linfoma de células hairy

1.2.7 Tumores plasmaciticos

1.2.7.1

1273

Plasmacitoma indolente
Plasmacitoma anaplasmico
Mieloma de células plasmaticas

1.2.8 Linfoma de células B grandes

1.2.8.1
1282
1283
1.2.84
1.2.85

|
‘ 1272
|
|

1291

2211
2212
2213

2221

Linfoma de células B enriquecido en células T

Linfoma inmuncblastico de células grandes

Linfoma de células B grandes difuso (hendidas y no hendidas)
Linfoma timico de células B (B mediastinico)

Linfoma intravascular de células B grandes

1.2.9 Linfoma tipo Burkitt

Linfoma de alto grado de células B tipo Burkitt

2 Neoplasias Linfoides de Células T y Células NK
2.1 Neoplasias de células T precursoras
2.1.1 Linfoma / leucemia linfoblastico de células T
2.2 Neoplasias de células T y células NK maduras
2.2.1 Desérdenes linfoproliferativos de células granulares grandes (LGL)

Leucemia linfocitica crénica de céluas T
Linfoma / leucemia de células T LGL
Leucemia linfocitica cronica de células NK

| 222 Neoplasias cutaneas de células T

Linfoma cutaneo epiteliotrépico (CEL)

2.2.2.1.1 CEL, tipo micosis fungoides
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g 2.2.2.1.2 CEL, tipo reticulosis pagetoide
2.2.2.2  Linfoma cutaneo no epiteliotropico
2.2.3 Linfoma extranodal / periférico de células T (PTCL)
2.2.3.1 PTCL de tipo linfoide mixto
2.2.32 PTCL de tipo linfoide inflamatorio
2.2.4 Linfoma /leucemia adulto tipo celulas T
2.2.5 Linfoma angioinmunoblastico (AILD)
| 2.2.6 Linfoma angiotropico
‘ 2.26.1 Linfoma angiocéntrico
22.6.2 Linfoma angioinvasivo
‘ 2.2.7 Linfoma intestinal de células T
2.2.8 Linfoma anaplasico de células grandes (ALCL)

3.1 Tumores de células cebadas
3.2 Linfoma tipo Hodgkin
3.3Timoma

3.4 Carcinéma timico

3.5 Mielolipoma

3.6 Histiocitoma maligno fibroso

l 3 Tumores Miscelaneos
|

4 Proliferaciones Linfoides Benignas
4.1 Hiperplasia linfoide folicular
4 2 Hiperplasia linfoide folicular atipica
| 4.3 Hiperplasia linfoide paracortical
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Anexo 2
Tecnlca de lnmunohlstoqmmlca utilizada

De los bloques de parafina, se realizaron cortes de 4um de grosor {
montandose sobre el cubreobjetos, posteriormente se realizo el marcaje por |
la técnica de inmunohistoguimica:

1.

2.

3.

. Aplicacion del anticuerpo primario

Desparafinacién de los cortes: :
- 60° C en incubadora seca eléctrica durante 30 minutos.
- 3 cambios de Xilol de 3 minutos cada uno.
- Acetona 3 minutos
- Alcohol absoluto 3 minutos
Inhibicién de la peroxidasa endégena:
- Solucién de 1 ml de perodxido de hidrégeno al 30% por cadaI
100 ml de metanol, por un periodo de 30 minutos.
- Sumergir en alcohol al 96% 5 segundos
- Lavar con agua corriente por 5 minutos
- Agua destilada por 3 minutos |
Exposicion de antigenos: ‘
- ParaCD3:

i. Solucién de citratos (1 litro de agua destilada, 2.1 gr de|
acido citrico, 13 ml de hidréxido de sodio) con pH de
57a6.0

- Para CD79a:
i. Solucién alcalina (10 mmol/L Tris buffer, 1 ml mmol/
EDTA) con pH 9.0
- Se utiliza un contenedor con tapa
- Microondas por 3 minutos (80 power)
- Reposar 1 minuto ‘
- Microondas por 3 minutos (80 power), alcanzando 90° C
aproximadamente '
- Reposar 40 minutos
- Enjuagar agua corriente 1 minuto
- Sumergir en agua destilada por 10 minutos
2 cambios de 5 minutos cada uno en solucién de Buffer (BFS) (6.17
g de fosfato de sodio dibasico, 0.89 g de fosfato de sodio
monobasico, 9 g de cloruro de sodio y cbp un litro de agua destilada)
Blogueo de la unidn no especifica del anticuerpo primario
- Secar BFS alrededor del tejido
- Colocar las laminillas en la camara humeda
- Agregar suero normal de cabra y dejar a temperatura
ambiente por 30 minutos.

- Seescurtre el suero de cabra

- Secar alrededor del tejido

- Se aplica el anticuerpo primario correspondiente (CD3 o!
CD79a) en diluciéon de 1:100 '

- Incubar en camara humeda a 4 °C por 24 horas
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7. Se enjuagan con tres cambios de 3 minutos cada uno en BFS con
solucidon de tween 20 (6.17 g de fosfato de sodio dibasico, 0.89 g de
fosfato de sodio monobasico, 9 g de cloruro de sodio y cbp un litro de
solucion salina y se agrega 1 ml de solucién tween 20 por cada litro)

8. Aplicacion del anticuerpo secundario biotinilado (Kit comercial ABC,

Dako)

Escurrir

Secar alrededor del tejido

Incubacion en camara humeda 30 minutos a temperatura|
ambiente |
Se enjuaga en BFS tres veces de 3 minutos en en BFS con |
solucién de tween 20

9. Aplicacion de reactivo enzima Avidina-Biotina (Kit comercial ABC,

Dako)

Escurrir

Secar alrededor del tejido |
Incubacidon en camara himeda 30 minutos a temperatura|
ambiente '
Se enjuaga en BFS tres veces de 3 minutos en en BFS con|
solucion de tween 20 |

10.Revelado

Solucién de diaminobencidina (DAB) (5 ml de buffer Tris pH |
24, cbp 50 ml de agua destilada, 00125 g de
diaminobencidina y 30ul de perdxido de hidrégeno al 30 %) |
Se sumergen dentro de wuna caja de petri por
aproximadamente 3 a 5 minutos.

Agua destilada por 1 minuto

Agua corriente por 3 minutos

Sumergir en solucién de sulfato de cobre al 1% por 10 minutos
Agua corriente por 1 minuto

11. Deshidratacién y montaje

Contrastar con hematoxilina de Mayers 2 segundos

Solucién Scott 2 minutos [
Alcohol 96% 10 segundos T
Xilol

Se montan y se coloca cubreobjetos I
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