/675

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

iR ioAD RAUOHAL AT b
(L}

] H[x’to

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

EVALUACION DE LA APOPTOSIS EN LINFOMAS DE
GALLINAS REPRODUCTORAS CON LA ENFERMEDAD
DE MAREK, TRATADAS CON CASIOPEINA®III-IA

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

P R E S E N T A
JAVIER DARIO CALDERON DURANTE

TUTOR: M.V.Z. VICTOR MANUEL PETRONE
COMITE TUTORAL: M.V.Z. FERNANDO CONSTANTINO
BIOL. ISABEL GARCIA

MEXICO, D. F. 2005




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



iNDICE

Tema Pagina

1. Introduccion 1

1.1. Neoplasia 1

—_—

1.2. Enfermedades neoplasicas de las aves
1.3. Enfermedad de Marek

1.3.1. Etiologia

1.3.2. Genes del VEM relacionados con la oncogenicidad
1.3.3. Transmision

1.3.4. Periodo de incubacion

1.3.5. Tipos de infeccion

1.3.6. Patogenia

1.3.7. Signos clinicos

1.3.8. Hallazgos macroscopicos

1.3.9. Histologia

1.4. Cancer en humanos

© ©O© O O N O oA~ B~ DN NN

1.4.1. Situacion epidemioldgica del Cancer en México
1.4.2. Mortalidad por Cancer

—_ -
o O

1.4.3. Linforna en humanos
1.4.3.1. Enfermedad de Hodgkin
1.4.3.2. Linfornas no Hodgkin

_—t e
Ao =

1.5.  Apoptosis

—
~

1.5.1. Regulacién de la apoptosis

—
(9]

1.6. Casiopeinas

—_
(o]

2. Justificacion

N
(@]

3. Hipdtesis
3. Objetivos

NN
o O

4.1. Obijetivo general



4.2. Objetivos especificos

5. Materiales y métodos
5.1.  Animales

5.2.  Tratamiento

5.3. Muestras

5.4. indice mitdtico

5.5.  Inmunohistoquimica
5.6. Indice apoptdcico

5.7.  Analisis estadistico

6. Resultados

6.1. Necropsia

6.2. Histopatologia

6.2.1. Descripcion microscopica
6.2.2. Diagnostico morfologico
6.3. Inmunohistoquimica
6.4. TUNEL

7. Discusion

8. Bibliografia

20
21
21
21
21
22
22
23
23
24
24
24
25
28
29
29
30
34

Anexo A Dosis letal 50

Anexo B Procedimiento hematoxilina y eosina
Anexo C Procedimiento inmunohistoquimica
Anexo D Procedimiento TUNEL

Anexo E Cuadros

Anexo F Figuras



Resumen

Con el objeto de evaluar la capacidad de la Casiopeina® lll-ia para inducir. -
apoptosis en linfomas de gallinas ~con la Enfermedad de Marek (EM) se
seleccionaron aleatoriamente 40 gallinas de una granja diagndsticada con la EM.
Los individuos del grupo tratado (n=20) recibié una dosis de 0.25mg/kg por via
endovenosa los dias uno, cinco y nueve. El dia 13 todas las aves fueron
sacrificadas y se les realizd necropsia. Se tomaron muestras de higado,
proventriculo, bazo, rifién, corazén, pulmon, nervio, encéfalo, ovario, mesenterio e
intestino y se fijaron en formalina al 10%. Posteriormente, se procesaron las
muestras para la tincion con hematoxilina y eosina (HE). En los linfomas de los
tejidos de los animales tratados y testigos, se determiné el indice mitético, el
indice de activacion de caspasa 3 por medio de inmunohistoquimica y el indice de
fragmentos de DNA 3°OH mediante TUNEL. Se compararon los resultados por
medio de la prueba de t de Student. Se consideré un valor de P <0.05 como
indicativo de una relacién significativamente estadistica. Los resultados muestran
que bajo el protocolo usado en este estudio no hay diferencias estadisticamente
significativas en los indices mitéticos, de activacion de caspasa 3 y de fragmentos
de DNA 3°0OH de los grupos tratado y testigo, lo que sugiere que la muerte celular
inducida por la Casiopeina® Ill-ia no se realiza mediante vias dependientes o
independientes de caspasas al interior de la célula transformada en el caso de la
EM.

Palabras clave: neoplasia, apoptosis, linfoma, casiopeina



Abstract

In order to evaluate the capacity of Casiopeina® lll-ia to induce apoptosis in
lymphomas of chickens with Marek’s Disease, 40 chicken from a farm with
Marek’s Disease were selected. The experimental group received 0.25mg/kg IV
the days one, five and nine. The 13" day all the chicken were sacrificed and
samples from liver, proventriculus, spleen, kidney, heart, lung, nerve, brain, ovary,
mesentery and intestine and were fixed in formaline 10%. The sections were dye
with hematoxiline and eosine. In the lymphomas of the groups experimental and
control were determined the mitotic index, the index of activation of caspasa 3 by
immunohitochemistry and the index of fragments of DNA 3'OH by TUNEL. The
results were compared by the Student’s t test. A P-value <0.05 was prospectively
defined as indicating a statically significant relationship. There were no significant
differences between the mitotic and apoptotic indexes of the experimental and
control group, which suggest that the cellular death induced by the Casiopeina® IlI-
ia in transformed cells of the Marek’s disease, is not induced by caspase-

dependent or caspase-independent mechanisms.

Key words: neoplasm, apoptosis, lymphoma, casiopeina



Evaluacidn de la apoptosis en linfomas de gallinas reproductoras con la

enfermedad de Marek, tratadas con Casiopel'na® ll-ia

1. Introduccion
1.1. Neoplasia

En 1952 el oncélogo briténico Sir Ruppert Willis’ definid a la neoplasia
como una masa anormal de tejido, con un crecimiento que sobrepasa al de los
tejidos normales y no coordinado con el de éstos, que conserva el mismo
caracter excesivo una vez concluido el estimulo gque provocéd el cambio.
Actualmente se ha observado gue ademas de fo anotado, la neoplasia ataca al
hospedador al competir con las células normales por el suministro de energla y
nutrientes. Para referirse a una neoplasia también se ha usado el término de
tumor que a pesar de que en un principio se referia al aumento de tamano
ocasionado por un proceso inflamatorio ahora se entienden como sindnimos.
Por otra parte la palabra cancer se ha adoptado para denominar a (as
neoplasias malignas y awvnque no se conoce con certeza su origen
probablemente derive de la palabra latina para cangrejo debido a que la
neoplasia se adhiere al tejido con la misma obstinacién que el cangrejo a todo

lo que se agarra®.
1.2. Enfermedades Neoplasicas en aves

Dentro de este grupo se incluyen enfermedades que se tienen o no un
agente etiolégico conocido. Las principales, por las pérdidas econdmicas gque
ocasionan, son la enfermedad de Marek (EM), la leucosis aviar y la
reticulosndoteliosis que son causadas por agentes virales. Los tumores de
etiologia desconocida incluyen una amplia variedad de neoplasias benignas y
malignas derivadas de tejidos muscular, epitelial, nervioso, membranas serosas

y células de pigmentacion®,



1.3, Enfermedad de Marek

El primer reporte de esta enfermedad se hizo en 1907 cuando se
observl parélisis en pollos que se acompanaba de infiltracién mononuclear en
los nervios periféricos y ta médula espinal®. Posteriormente en 1914 la
enfermedad fue diagnosticada en los Estados Unidos de América (EUA), asf

como en Holanda y Gran Bretafia®.
1.3.1. Etiologia

El virus de la enfermedad de Marek (VEM) es un Herpesvirus con
propiedades linfotrépicas similares a las presentadas por los gamma
Herpesvirus®, sin embargo, su estructura molecular y su organizacion genémica
es similar a la de los alfa herpesvirus’. De acuerdo a su antigenicidad se han
identificado tres serotipos. EI VEM de baja y aita virulencia y las cepas
atenvadas fueron denominadas serotipo 1. Los dos grupos adicionales de
herpervirus no oncogénicos fueron aislados a partir de pollos y pavos y se

denominan serotipos 2 y 3 respectivamente®®,
1.3.2. Genes del VEM relacionados con la oncogenicidad
Familia de genes BamHI-H

Es una regién de trascripcion activa y se ha sugerido que la pérdida de
oncogenicidad esta asociada con la expresion de 132-bp que se da en esta
familia de genes. Tarmbién se ha encontrado |a participacion de esta region en
la determinacion de lineas celulares linfoblastoides derivadas det VEM™.

Complejo fosfoproteina 38 (pp38)

Las células linfoblastofdes expresan un nimero bajo pero variable de

proteinas fosforiladas de 41, 38 y 24 kDa lo que sugiere su potencial



participacion en la oncogénesis''. Sin embargo, pp38 también es expresada
por cepas atenuadas del serotipo 1, lo que descarta un papel directo en la
oncogénesis. Los serotipos 2 y 3 también expresan proteinas homélogas a la
pp38 con alteraciones en la secuencia N terminal'?, Se han encontrado niveles
altos de pp38 durante la etapa citolitica temprana de Ja infeccion, asi como en
el epitelio del foliculo plumoso infectado'. Sin embargo, su expresién se
restringe a un pequefo porcentaje de lineas de células linfoblastoides y
linfomas inducidos por el VEM', sugiriendo que pp38 puede estar mas
asociado a la infeccidn litica que a la transformacién. A pesar de esto, no se
puede descartar la participacion de estas proteinas en la oncogenicidad 0 el

mantenimiento del estado de transformacion'.
Proteina de célula infectada 4 (ICP 4)

ICP4 funciona como un activador mayor de varios genes tempranos y
tardios'®, incluyendo la expresion de pp38 en células linfoblastoides'”. No se ha
podido probar su participacion durante latencia y transformacién. La inhibicion
de la trascripcidn relacionada a ICP 4 en células infectadas en tatencia y
linfobtastoides sugiere que este gen juega un papel importante en latencia y

transformacion de células infectadas por el VEM'®.
Gen EcoRAI-Q (Meq)

Sélo se encuentra en las cepas oncogénicas del VEM'®2. Codifica para
una proteina de 339 amino&cidos. Debido a que es altamente expresado en
tumores inducidos por el VEM y células linfobl4sticas se considera como un
importante candidato a gen transformador?'. Esto se encuentra apoyado en el
hecho de que Meg puede bloquear apoptosis®. Aun se desconoce el
mecanismo exacto por el cual Meq induce oncogénesis®'. Sin embargo, el VEM
y el HTLV-1 transforman células T CD4+ lo que puede significar que utilicen

Mecanismos similareszs.



1.3.3. Transmision

El contacto directo e indirecto entre aves afecta la difusién del virus. Se
realiza principalmente por via aérea®®, Las células epiteliales en la capa
queratinizada del foliculo plumoso sirven como fuente de contaminacién®.

I*® y se descarta |a transmisién de la

Aparentemente no hay transmisién vertica
madre a su descendencia por contaminacién externa del huevo debido a que el
VEM no sobrevive a las temperaturas y humedades empleadas en la

incubacion?’.
1.3.4. Periodo de incubacion

Los pollitos inoculados al dia de edad empiezan a excretar el VEM a
partir de la segunda semana postinoculcién (P1)*%, y la maxima excrecién se
produce entre la tercera y la quinta semana PI*. La infeccién citolitica se
presenta tres a seis dfas Pl y son seguidas por las lesiones degenerativas en
los érganos linfoides entre seis a ocho dias Pl. La infiltracion monocitica se
puede encontrar en nervios u otros érganos después de dos semanas®. Los
signos clinicos y tas lesiones macroscopicas no aparecen sino hasta la tercera

o cuarta semana®'.

Es dificil de determinar el periodo de incubacién bajo condiciones de
campo. Mientras que unos brotes ocurren entre las tres a cuatro semanas de
edad, los casos mas severos comienzan después de la octava semana®’. En
aves ponedoras los signos clinicos se observan a partir de la semana 16-18 e

incluso pueden ocurrir a partir de la semana 24-30%.



1.3.5. Tipos de infeccion
Infeccion productiva

Se produce la replicacidn del ADN viral, se sintetizan los antigenos y en
algunos casos se producen particulas virales®. Hay dos formas de infeccién
productiva, la completamente productiva, en la cuai el VEM se encuentra en el
epitelio dsl follculo plumoso y resulta en el desarrollo de un gran nimero de
viriones envueltos e infectantes; y la productiva restrictiva durante la cual se
producen viriones no envuellos y por lo tanto no infectantes®. La infeccidn
productiva, en todo tipo de células, es litica y conduce a la formacién de

cuerpos de inclusién intranucleares®*

Infeccion latente

Esta infeccion no es productiva. Aunque se pueden transcribir unos
genes, no ocurre la translacién y por lo tanto no se encuentran virus o

antfgenos asociados a tumores™.
Infeccién transformante

Ocurre por definicién en las células transformadas por el serotipo 1 del
VEM. Se caracteriza por una elevada expresion del genoma del VEM, lo que
ocasionalmente resulta en la produccién de antigeno®. En las células
transformadas solamente se ha detectado el antigeno pp38%, pero su

frecuencia es variable.

El antigeno tumoral asociado a la superficie (MATSA, por sus siglas en
inglés de Marek’s Disease tumor — associated surface antigen) se ha detectado
en células de linfomas inducidos por el VEM®. Aunque inicialmente no se
asocié con los linfocitos en infeccién latente® se ha detectado MATSA en

linfocitos de aves vacunadas con cepas no oncogénicas del VEM** y en



posteriores estudios con anticuerpos monoclonales han revelado ia presencia
del MATSA an células T activadas de aves no infectadas*®. Por lo tanlo ahora
el MATSA no se considera especifico del tumor sino como un antigeno del
hospedador®,

1.3.6. Patogenia

Se observan cuatro fases de la infeccién bien delimitadas: 1) infeccién
viral productiva - restrictiva temprana que provoca principalmente cambios
degenerativos, 2) infeccion latente, 3) una segunda fase citolitica, con infeccién
productiva — restrictiva que coincide con inmunosupresién permanents y 4) una
fase prolferativa que involucra células linfoides infectadas pero no productivas

que pueden o no progresar a la formacién del linfoma™.

La via de entrada del virus es el fracto respiratono, donde
probablemente es fagocitado. Poco después se puede detectar la infeccion
citolitica en el bazo, bolsa de Fabricio y timo. Shek ef al,, descubrieron que las
principales células blanco en estos 6rganos eran los linfocilos B, aunque
también unas células T activadas son Infectadas y también sufren
degeneracién®'. La necrosis ocasionada durante esta etapa provoca una
inflamacién aguda con infiltracién de macréfagos, granulocitos y linfocitos*.

Puede presentarse atrofia de la bolsa de Fabricio y el timo.

Después de 6 a 7 dias se Inicia la fase latente que coincide con el
desarrollo de la respuesta inmune y al parecer la inmunidad celular juega un
papel importante en el cambio de fase. La mayoria de las células infectadas
talentes son linfocitos T activados, aunque tambien puede haber unos
linfocitos B involucrades*'®. Las aves resistentes por lo general no progresan
a la fase latente y persisten en una infeccién productiva de bajo grado en el

epitelio del folfculo plumoso™



Las aves susceptibles desarrollan una segunda infeccidn citolitica,
después de fa segunda o tercera semana, gue coincide con la inmunosupresion
permanente. Los 6rganos linfoides se ven involucrados y se pueden encontrar
focos localizados de la infeccién en los tejidos de origen epitelial en varos
organos viscerales, como rifiones, pancreas, glandula adrenal, proventriculo y
especialmente en la piel. Hay necrosis focal y reaccién inflamatoria alrededor

de las 4reas afectadas®.

Los cambios linfoproliferativos constituyen la ultima etapa de la
enfermedad y puede conducir al desarrollo de tumores aunque la regresion de
las lesiones puede ocurrir antes o después de la apancion de los linfomas. La
muerte puede ocurrir en cualquier momento a partir de la tercera semana de

iniciado el proceso®.

La composicion de los linfomas es compleja y se forma de una mezcla
célutas neoplasicas, inflamatorias e inmunolégicamente activas®®. La célula
blanco de Ja transformacién son los linfocitos T activados, CD4*, MHC clase |,
MHC clase Il, IL-2R, CD28"", pp3s’, gB, TCR*y AV37" .

1.3.7. Signos clinicos

Generalmente se observa una paralisis asimétrica progresiva que ilega a
ser completa en una o mas extremidades. Los signos varian de acuerdo a 1os
nervios afectados. As(, sl los nervios que controlan el cuello se encuentran
comprometidos, la cabeza se sostendra abajo y puede presentarse torticolis.
Una postura caracteristica se observa cuando hay una parafisis unilateral de la
pierna en la cual una extremidad se encuentra totalmente extendida hacia

delante, mientas que la otra hacia atras®.

El sindrome de pardlisis transitoria se caractenza por diversos grados de
ataxia y paralisis corporal parcial o total después de 8-12 dias Pl y dura 1 a 2

dias. Algunas de las aves se pueden recuperar pero mueren unas pocas



semanas de EM clinica. Este sindrome aparece como resultado a edema

cerebral vasogénico™.

Se puede producir ceguera como resultado del compromisc del iris,

perdiéndose gradualmente la habilidad para reguiar la intensidad de la luz*®2.

Signos inespecificos como diarrea, pérdida de peso y anorexia pueden
ser observados especialments en aves afectadas por un tiempo prolongado. La
muerte se puede presentar por inanicién y deshidratacién debido a la dificultad

para acercase al alimento y al agua®.
1.3.8. Hallazgos macroscdépicos

Aunque al aumento del tamano de 10s nervios periféricos y los linfornas
viscerales son comunes en la EM no son patognomdnicos. Por lo tanto otros
cnterios como la edad y la distribucidn de tas lesiones deben ser considerados
en el diagnéstico de la EM. Se puede diagnosticar histolégicamente la EM
basandose en los hallazges macroscépicos si al menos una de las siguientes
condiciones se cumple: 1) aumento leucocitario de {os nervios periféricos; 2)
tumores linfoides en varios tejidos en aves menores de 16 semanas; 3)
tumores linfoides en visceras en aves de 16 0 mas semanas de edad que no
involucren la bolsa de Fabricio y 4) decoloracion del iris e irreqularidad de la

pupila™®.
1.3.9. Histologia

En los tumores de la EM se encuentra una poblacién mixta de linfocitos
pequefios y grandes, linfoblastos, células plasmaticas y célutas de Marek. Se
pueden realizar impresiones de las lesiones de animales recién sacrificados
para realizar una tincién con verde metil de pirorina o tincién de Shorr. Las

células de lo linfomas de la EM infrecuentemente son positivas a esta técnica‘®.



Los modelos animales son esenciales para enlender los mecanismos
moleculares de la carcinogénesis y los posibles compuesios que pueden ser
usados como antineoplasicos. Las células neoplasicas de la EM, al igual que
las células de los linfomas de fa enfermedad de Hodgkin (EH) y en algunas
ocasiones del linfoma no Hodgkin (LNH) presentan una sobre expresion del
antigeno CD30, un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNFR Il). Esto sugiere que existen vias comunes en la génesis de los
linfomas. La expresién de CD30 en células neoplasicas promueve la
supervivencia y la proliferacion®. Las células T transformadas por el VEM
sobre expresan el antigeno MATSA, reconocido por el anticuerpo AV37Y, que
no es mas que el CD30 aviar lo que convierte a la EM en un modelo naturat

para linfomas CD30" “°.
1.4. Cancer en humanos

Debido a la gran variedad de tipos celulares, cerca de 200 en los
humanos, asl como de oncogenes y genes supresores se pueden presentar
por lo menos 600 diferentes tipos de tumores y cada uno tiene su historia

natural.
1.4.1. Situacién epidemiolégica del Cancer en México

México ha observado aumento de enfermedades crénico degenerativas,
hasta constituirse en las principales causas de muerte y enfermedad®'. El
céncer ocupa desde 1990 el segundo lugar como causa de muerte en el pals.
En orden descendente las neoplasias que causaron un mayor numero de
muerles se ubicaron en: traguea, bronquios y pulmdén (11.3%), estémago
(8.8%), cuello uterino (7.9%), higado y vias biliares (7.6%), prdstata (7.2%),
mama (6.6%) y leucemia (5.7%)>'. En cuanto a los casos diagnosticados, los
tumores mds notificados fueron cuello uterino (24%), piel (14%), mama (11%),

prostata (6%) y estémago (3%)°'.



1.4.2. Mortalidad por Cancer

En el ano 2000 murieron 55,009 personas por cancer, lo que
correspondioé al 13% de las defunciones. El 48% fueron hombres mientras que
el 52% fueron mujeres. Las personas mayores de 45 anos representan el grupo
de mayor riesgo. Los lumores que causaron sl mayor porcentaje de mueries
fueron el de bronquios y pulmén (11%), estémago. (9%), cuello uterino (8%),
higado y vias biliares (8%) y préstata (7%). En los hombres el principal
causante de muertes es el cancer de bronquios y pulmén seguido por el de

prostata, mientras que en las mujeres son el cancer cérvico-uterino y mama®’.
1.4.3. Linfoma en humanos

El linfoma es la proliferacién neoplidsica de linfocilos que aparecen como
masas tisulares aisladas. Dentro del amplio grupo de los linfomas hay que
separar la EH de los LNH. Las manifestaciones clinicas de las distintas
neoplasias linfoides dependen de la distribucion anatémica de la enfermedad.
Dos tercios de los LNH y practicamente todos los casos de EH se manifiestan
por aumento indoloro de los ganglios linfalicos que puede ser localizado o
generalizado. Para clasificar a los LNH en 1982 se cre¢ la Working Formulation
for Clinical Usage, sin embargo, debido a las deficiencias que presentaba se
decidié en 1994 reemplazarla por la Revised European - American
Classilication of Limphoid Neoplasm (REAL), donde se describen las
neoplasias que presuntamente constituyen entidades anatomoclinicas
caracterfsticas, basandose en las manifestaciones clinicas, la morfologfa, el
inmunotipo y el genotipo. Segun el inmunotipo se clasifican en cuatro grandes
grupos: 1) neoplasias de precursores de las células B, 2) neoplasias de céiulas
B periféricas, 3) neoplasias de precursores de células T y 4) neoplasias de

células T periféricas y de células citoliticas naturales™.
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1.4.3.1. Enfermedad de Hodgkin

Abarca un grupo de afecciones que se diferencian de los LNH en varios
aspectos. A diferencia de los LNH que surgen con frecuencia en sitios
extraganglionares y se extienden de forma imprevisible, la ER surge en un
ganglio o cadena de ganglios y se propaga por contiglidad. Morfolégicamente
se caracteriza por células neoplasicas gigantes, denominadas de Reed -
Stemberg (RS), que inducen la acumulacién reactiva de linfocitos, histiocitos y
granulocitos. La EH representa el 0.7% de todos 105 casos nuevos de cancer
que aparecen en EUA. Su importancia radica en que es una de las neoplasias
malignas mds frecuentes en aduftos jovenes, pues se diagnostica en promedio
a los 32 anos de edad. Existen tres formas principales de EH: Esclerosis
nodular, de celularidad mixta y de predominio linfocitico. En esta dltima el
origen de las células de RS son linfocitos B, mientras que en las otras su origen
continia siendo un enigma. Las células RS expresan en su superficie
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase Il y B7,
caracteristicos de las células presentadoras de antigenos, como los
macrdéfagos y los linfocitos B. Durante muchos anos se ha sospechado que el
Virus Epstein Barr (VEB) es el agente etiolégico de la EH. Los pacientes con
antecedentes de moncnucleosis infecciosa o con titulos de anticuerpos
elevados contra los antigenos del VEB tienen un riesgo mayor de EH. En las
celulas de RS se pueden reconocer los genomas del VEB y las transcripciones
del RNA especificas del VEB, en un 40% de los casos de esclerosis nodular y
en un B0 a 70% de las formas de celularidad mixta de EH. Por lo tanto la
infeccion con el VEB probablemente sea uno de los fendmenos que intervienen
en la patogenia del la EH, pero no se descarta la participacion de ofros agentes
infecciosos desconocidos en la EH, especialmente en los casos negativos al
VEB®*,

En 1964, el protocolo MOPP (mostaza nitrogenada, vincristina,
procarbacina y prednisona) fue usado por primera vez con éxito en el

tratamiento de pacientes con enfermedad avanzada®. Posteriormente se



desarrollé en [talia el protocolo ABVD (doxorubicin, bfeomycin, vinblastine y
dacarbazine) que mostré mayor actividad®. La inmunoterapia es una de las
lerapias mas promisorias en el tratamiento del linfoma. El anticuerpo
monoclonal anti CD20 rituximab ha mostrado ser util para el tratamiento de

diferentes tipos de linfomas de células B%.

En México durante el ano 2000 se notificaron 922 casos de la EH que
corresponden a un caso por cada 100000 habitantes. El 58% se presentaron
en hombres y el 42% en mujeres. La poblacidn en la que se ha presentado el
mayor numero de casos es la posproductiva que comprende a las personas de
65 anos o mas. La edad infantil y preescolar tienen el menor nimero de casos

registrados®'.
1.4.3.2. Linfomas no Hodgkin
Linfoma de células T periféricas, no especificado

Debido a que los linfomas de células T periféricas son heterogéneos vy
nada facil de clasificar se ha creado este grupo diagnésticosz.

Estos tumores invaden y desplazan difusamente la arquitectura de los
ganglios linfaticos afectados y suelen estar formados por una mezcla de células
T malignas de tamano pequefo, mediano y grande. El diagnéstico séto puede
confirmarse por inmunofenotipificacion. Presentan un fenotipo de células T
maduras que suelen expresar CD2, CDS, CD3 y receptores alfa-beta y gamma-

delta de las células T°2.
Leucemia / Linfoma de células T del adulto
Es una neoplasia de células T CD4+ que se observan en pacientes

infectados por el Virus linfotrépico de las ¢élulas T de humano (HTLV-1). Se

caracteriza  por lesiones  cutdneas, adenopatias  generalizadas,

12



hepatoesplenomegalia, linfocitosis en sangre periférica e hipercalcemia. El
aspecto de las células tumorales varia mucho pero en los tejidos afectados y
8n la sangre periférica suelen encontrarse células con ndcleos multilobulados y
con menor frecuencia células gigantes mullinucleadas parecidas a las de RS.
Es una patologia de proceso rapido, mortal en cuestion de meses a un ano a
pesar de una quimioterapia enérgica. El HTLV-1 ademas de produck
neoplasias linfoides, también puede causar un proceso desmielinizante

progresivo que afecta al sistema nervioso central®.

Durante el afio 2000 se notificaron 3,373 casos de linfomas no Hodgkin
que corresponden a ires casos registrados por cada 100,000 habitantes. El
53% se presentaron en hombres y el 47% en mujeres. Por grupos de edad se
observa un aumento progresivo de casos registrados. El mayor numero de

casos se presenté en personas mayores a 65 afios de edad™".

No hay consenso en el terapia 6ptima para la Leucemia / Linfoma de
células T del adulto. La media de supervivencia es baja con 6.2 meses en el
caso de leucemia aguda y 10.2 meses para el tinfoma®®. Los protocolos
similares a CHOP (Ciclofosfamida, Adriamycina, Vincristina y Prednisona) han
tenido tasas de respuesta completa de 17-22%>°. Protocolos nuevos 0 mas
intensos pueden asociarse con una mayor respuesta completa pero ne con un
mejor prondstico”. Estudios usando interferén a y zidovudine (AZT) han
mostrado respuesias significativas (66%) en pacientes, incluso en aquellos que
no ha respondido a la quimioterapia®®. Anticuerpos monoclonales, conjugados o
no, dirigidos contra el receptor de interleucina 2 han mostrado actividad, pero

aun esta en estudio la forma de integrarlos a la terapia™.



1.5. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de suicidio cefular altamente regulado
que es importante en procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo embrionario,
la respuesta a la quimioterapia en cancer, y la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas®™. Requiere la activacion de Proteasas de cisteina
llamadas caspasas, que son capaces de romper protefnas estructurales y
funcionales como las del citoesqueleto y proteinas del sistema de reparacién
del DNA®',

Las células apoptésicas fueron descritas por primera vez por Kerr et al.,
en 1972, diferenciandolas de las células necréticas baséandose en criterios
morfolégicos como la condensacion de la cromatina en la periferia del nucleo y
la formacién de cuerpos apoptécicos®. La primera evidencia biogquimica de la
apoptosis fue publicada por Skalka et al., en 1976, tras observar la degradacién
del DNA de linfocitos irradiados in vivo, en fragmentos de tamario
oligonucleosomal®. Este evenlo posteriormente fue asociado a la actividad de
endonucieasas y desde entonces ha sido usado rutinariamente como un

marcador bioquimico de apoptosis®.

Las caspasas son expresadas como precursores y deben ser activadas
en el citosol mediante ruptura proteolltica, casi siempre por otra caspasa,
formando asf una cascada de activacién. Las moléculas se fragmentan en
subunidades de 10 a 20kDa las cuales se heterodimizan y se asocian en
tetrdmeros que constituyen la enzima activada®®. Basdndose en andlisis
filogenéticos pueden ser divididas en tres subgrupos. CASP-1 incluye las
caspasas 1, 4, 5, 11, 12, CASP-3 a las caspasas 3,6, 7,8, 1I0yCASP2a2y
9% De acuerdo a su funcién pueden clasificarse como iniciadoras y ejecutoras.
Caspasa 3 es una de las mas importantes ejecutoras que inicia la via comdn
final de destruccién celular. La caspasa 3 puede ser activada por las caspasas
8,9y 10. Las caspasas son responsables de la activacion de la endonucleasa,

desoxirribonucleasa activada por caspasas (CAD), ubicada en el citosol unida a



un inhibidor (ICAD) mediante la destruccion de esta unién®. El primer substrato
de las caspasas en ser identificado fue la polimerasa poli (ADP-ribosa) (PARP).
Tanto PARP como DNA-PK son substratos de la caspasa 3%. Se sugiri6
entonces, que las caspasas desmantelaban el proceso de reparacién del DNA
pero posteriormente se observé que habia suficiente evidencia para sugerir que
la caspasa 3 es necesaria para que se produzcan otros eventos que se
observan en la apoptosis, como la fragmentacién del DNA y la condensacion
de la cromatina durante diversos procesos de estimulacién de la muerte
celular’®. Woo et al,, en 1998 demostraron la participacion de la caspasa 3 en
la ejecucién de apoptosis en células linfoides periféricas, células madre,
neutrdfilos y fibroblastos. Aunque ellos concluyeron que ef papel exacto de la
caspasa 3 dependla del tejido, el tipo celular, el ciclo celular o el tipo de
estimulo de muerle celular, las células que carecfan de caspasa 3 no
evidenciaban fragmentacién del DNA ni condensacién nuclear lo que sugiere
un importante papel de la caspasa 3 en los eventos nucleares de la
apoptosis”. Estudios realizados en cultivos celulares de MCF-7 (carcinoma
mamario) que carecen de caspasa 3 debido a una mutacion genética, muestran
que éstas mueren sin mostrar fragmentacién del DNA ni condensaciéon de la
cromatina’. Al transferir ¢cDNA de caspasa 3 a esta linea celular se restablece
la capacidad de producirse fragmentacién del DNA y condensacion de la
cromatina™. Aunque el papel de la caspasa 3 en la apoptosis es claro, }os
substratos especflicos que deben ser rotos para que se produzcan los cambios
morfolégicos y bioguimicos nucleares caracteristicos de la muerte por
apoptosis permanecen sin ser determinados. Aproximadamente 40 de los 70 0
mds sustratos identificados son susceptibles de fa accién de la caspasa 3.
Aunque muchas de estas protefnas parecen ser dispensables en el proceso
apoptético, hay varios sustratos de caspasa 3 y dos de la caspasa 6 gue han
recibido considerable atencién. Los sustratos de caspasas que estan
involucrados en la regulacién de la integridad del genoma son PAK2, DNA-PK,
PARP y ICAD/DFF-45, mientras que gelsolin, acinus, NUMA y jamin son
importantes en el mantenimiento del citoesqueleto vy la estructura nuclear.

Casciola-Rosen’® et al., demostraron la habilidad de la caspasa 3 de romper



DNA-PK de una forma similar a PARP. Estas dos enzimas son conocidas por
su parlicipaciéon en la reparacién del DNA. DNA-PK ha mostrado estar
involucrada en la reparacién de dobles cadenas de DNA rotas y PARP por su
parte, cataliza las formacion de poli(ADP-ribosa) y también esta involucrada en
la reparacion y la replicacién del DNA’8. Un sustrato de caspasa 3 y 7 que ha
recibido considerable atencién recientemente es ICAD/DFF-45 debido a su
habilidad de regular la fragmentacidon del DNA nuclear en respuesta a

diferentes estimulos. Este es el componente inhibitorio de CAD/DFF-407"7®

que
bajo condiciones nomales se encuentra unido a la forma inactiva de su
inhibidor. En presencia de un estimulo apoptécico, la caspasa 3 rompe a
ICAD/DFF-45 liberando a CAD/DFF-40 lo que resulta en la activacion de

A77.7B.79,&0.B|. Dos

nucleasas, condensacién nuclear y fragmentacién del DN
sustratos que han recibido aiencién por su habilidad de mantener la integridad

estructural del nacleo y que son cortados por caspasa 6 son lamin y NuMA™.

La funcién mitocondrial es importante para llevar a cabo la apoptosis, ya
que se requiere ATP, pero también es imporiante en su regulacion ya gue en
ella residen proteinas de la familia bcl-2. Los estimulos apoptécicos
incrementan la permeabilidad de la membrana externa de la mitocondna
permitiendo la salida de citocromo ¢ al citosol donde se une a Apaf-1 y a la

caspasa 9 formando el llamado apoptosoma que conduce a apoptosis“.

La formacion del poro de transicién permite la salida de moléculas
mitocondriales al citosol de hasta 1.5kDa. Su importancia radica en el hecho de
que muchos sistemas de inhibicion de la apertura del poro, como las
ciclosporinas y las protefnas antiapopticicas de la familia bcl-2 previenen
apoptosis. Sustancias como Bax promueven apoptosis. Sin embargo, esta
teorla presenta inconvenientes ya que algunas formas de apoplosis parecen
ser independientes de la apertura del poro de transicién y a que una de las
principales caracterfsticas de la apoptosis in vivo es que la mitocondria

permanece intacta®.



1.5.1. Regulacion de la apoptosis

La proteina p53 ha mostrado su importancia en la supresién de tumores,
pero ademds facilita la reparacién o eliminacién de las células alteradas para
proteger al organismo®. Una de sus principales funciones es la de inducir
apoplosis. Aunque los mecanismos bioquimicos gque involucran su actividad no
estan claros, se sabe que p53 participa en las vias intrinseca y extrinseca de la
apoptosis, a través de la despolarizacién mitocondrial o sensibilizando las
células. p53 incrementa la expresién celular de receptores de muerte celular y
estimula la infraestructura mediante ta expresidon del factor 1 de actividad
proteasa de la apoptosis, uno de los componentes esenciales del apoptosoma.
pS3 acllva los genes asociados a la apoptosis como los denominados genes
inducibles por p53, asi como los que codifican para Bax, Fas/CD85, receptor de
muerte 4 y 5 y Bid®.

La activacién de p53 puede modular directa o indirectamente la
expresion de proteinas involucradas en el control de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial y de ese modo controlar la liberacion de proteinas
mitocondriales durante la apoptosis. Recientemente, se demostré que una
pequena fraccidon de pS53 permite la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa, formando complejos con las proteinas protectoras bcl-XL

y bel-2, inhibiéndolas y permitiendo la liberacién de citocromo ¢*.

La famifia bcl-2 son un grupo de genes reguladores que pueden inhibir o
promover la apoptosis. Los inhibidores de apoptosis son bcl-2, bel-xL, bcl-w,
bfl-1, brag-1, mcl-1 y A1 y los promotores son bax, bak, bcl-xS, bad, bid, bik y
Hrk (1-1a5). Las protelnas codificadas por estos genes poseen cuatro dominios
conservados: BH1, BH2, BH3, BH4 tos cuales, sin embargo, no se encuentran
en todos ellos. Dentro de los dominios pueden haber homo y heterodimeros y
de esa forma influir sobre la apoptosis. La dimerizacion entre las proleinas bax,
proapoptécica y bcl-2, antiapoptécica es importante en (a regulacion de la

apoptosis®®8” Cuando hay un exceso de bax, se forman homodimeros



bax/bax que promueven la apoptosis’®®. Un exceso de bcl-2 favorece la
formacién de heterodimeros bcl-2/bax que inhiben la apoptosis®”®. La
combinacién bel-xL/bax conduce a una inhibicién de la apoptosis®®, mientras
que bad/bcl-2 y bel-xL dan como resultado un exceso de bax y la consecuente

formacién de homodimeros bax/bax promotores de la apoptosisss.

1.6. Casiopeinas

Las Casiopelnas® son un grupo de compuestos de coordinacidn
de cobre desarrollados por el grupo de trabajo encabezado por la Doctora Lena
Ruiz en la Facultad de Quimica de la Universidagd Nacional Auténoma de
México, a finales de la década del 70. Con el objeto de disenar y sintetizar un
antineoplasico menos tbxico se consideré que el cobre podria bnndar esta
caracteristica debido a que es un metal esencial. Su estructura general
presenta en la esfera de coordinacién un ligante bidentado de tipo diimina (N-

N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o donador (0-0) %%

Se ha comprobado la actividad antineopldsica de algunos compuestos

de esta familia mediante ensayos in vitro®

en in vivo™, asl como su
capacidad para inducir apoptosis por vias dependientes e independientes de

caspasas™.



2. Justificacion

Actualmente el cancer es la segunda causa de muerte en los Estados
Unidos Mexicanos, después de las enfermedades cardiovasculares®. Una de
las opciones para su tratamiento es la quimioterapia con moléculas de origen
organico e inorganico, pero debido a la elevada toxicidad de estos compuestos
y a la resistencia que presentan algunos tumores es necesario continuar la
busqueda de nuevas moléculas que permitan superar estos inconvenientes.
Por otra parte, es importante considerar que el pais aun no cuenta con
antineoplasicos propios, por lo que se ve obligado a importarios a costos
elevados limitando el acceso a ellos a una pequefa fraccion de la poblacion.
Debido a la similitud que presentan las enfermedades de Marek y la Leucemia /
Linfoma de células T del adulto en cuanto al tipo de agente etiologico y a la
célula blanco que éstos transforman es posible considerar a la Enfermedad de
Marek como un modelo para la investigacion de nuevos compuestos
encaminados a ser incluidos dentro de los protocolos para el tratamiento del
cancer. El estudio inmuhohistoquimico de las vias apoptédsicas dependientes
de caspasas, asi como la fragmentacién del ADN por medio de TUNEL en los
linfomas de las aves reproductoras con la enfermedad de Marek, ayudara a
comprender mejor los mecanismos de activacion apoptdsica de la Casiopeina®

[ll-ia in vivo.
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3. Hipétesis

Los linfomas de las aves reproductoras con la enfermedad de Marek
tratadas con Casiopeina® Ill-ia, presentaran una mayor activacién de caspasa 3
asi como una mayor deteccién de fragmentos de DNA 3"OH que los linfomas

de las aves no tratadas.
4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de la Casiopel'na® lll-ia para inducir apoptosis,
mediante la determinacién inmunohistoquimica de la activaciéon de caspasa 3y
TUNEL, en linfomas de aves reproductoras con la enfermedad de Marek, bajo

condiciones de campo.
4.2. Objetivos especificos

Determinar histopatolégicamente los 6rganos que presenten neoplasias

en las aves reproductoras con la enfermedad de Marek.

Evaluar por medio de inmunohistoquimica, la actividad de la caspasa 3
en linfomas de aves con la enfermedad de Marek tratados con Casiopeina® -

ia.

Determinar el indice apoptético mediante la prueba de TUNEL en las
neoplasias de aves con la enfermedad de Marek tratadas con Casiopel’na® -

ia.
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5. Materiales y métodos.
5.1. Animales

Se seleccionaron 40 gallinas de 36 semanas de edad de la estirpe Cobb
de una granja ubicada en el estado de Jalisco en la que recientemente se
diagnosticé por medio de histopatologia la EM. Se dividieron en dos grupos,

experimental (20) y testigo (20),
5.2. Tratamiento

Los animales experimentales recibieron una dosis de 0.25 mg/kg de
Casiopeina® Ill-ia diluida en agua inyectable por via endovenosa los dias uno,
cinco y nueve. La dosis se determiné teniendo en cuenta que la dosis letal 50
en gallinas es 0.95mg/kg (Ver Anexo A). El protocolo de tratamiento fue
adoptado por los resultados que ha mostrado en experimentos anteriores. La
Casiopeina® Ill-ia [(4,4"-dimetil-2,2 -bipiridina)(acetylacetonato) cobre(ll)] nitrato
fue suministrada por la Dra. Lena Ruiz Ramirez, Facultad de Quimica

Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
5.3. Muestras

El dia 13 todas las aves fueron sacrificadas por dislocacion de la
articulacion atlantoxipital y se les realizé necropsia siguiendo el procedimiento
descrito por Casaubdn®®. Se tomaron muestras de higado, proventriculo, bazo,
rinon, corazén, pulmén, nervio, encéfalo, ovario, mesenterio e intestino. El
tamano de las muestras fue de 1 x 1 x 0.5 cm y se fijaron por 24 horas a
temperatura ambiente en formalina al 10%. En el departamento de Patologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM se incluyeron
las muestras en parafina y se cortaron secciones de 5 ym para ser tefiidas con

hematoxilina y eosina (HE)* (Ver Anexo B).
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5.4. indice mitdtico

En las secciones tehidas con HE, de los d6rganos que presentaron
linfoma se realizd un conteo de 100 células neoplasicas en 10 campos de 40x

aleatorios, para determinar el indice apoptdtico.
5.5. Inmunohistoquimica

Los tejidos de los animales tratados y testigos que presentaron linfomas
fueron evaluados por medio de inmunohistoquimica con la finalidad de medir la
activacion de la caspasa 3. Se cortaron secciones de 2 pm y se siguieron las
instrucciones dadas por DAKO en su manual DAKO LSAB®+Kit, Peroxidase,
KO690 (Ver Anexo C). Este paquete utiliza una técnica refinada de avidina-
biotina en la cual un anticuerpo secundario biotinilado reacciona con un
conjugado de peroxidasa-estreptoavidina para reconocer anticuerpos primarios
de conejo, ratén o cabra. El procedimiento fue realizado en el Departamento de

Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia de México.

Se usaron anticuerpos policlonales caprinos contra caspasa 3 activada

p20 (L-18): sc- 1225 (Santa Cruz Biotechnology, Inc) a una dilucion de 1:50.

El inmunorreconocimiento se observé por la coloracion marron en el
citoplasma. Se contaron 100 células neoplasicas en 10 campos de 40x
seleccionados aleatoriamente de cada linfoma para determinar el indice de

células con caspasa 3 activada.
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5.6. indice apoptosico

El indice apoptdsico se estimo por TUNEL mediante el In Situ Cell Death
Detection Kit, POD catalogo No. 11684817001 (ROCHE), que detecta
fragmentos del DNA 3'OH mediante la Transferasa deoxynucleotidyl Terminal
(TdT) con fluoresceina-dUTP. Se seguiran las instrucciones dadas por el
productor en su manual Roche Molecular Biochemicals, Apoptosis and Cell
Proliferario Pag:33-34 (Ver Anexo D)

Se realiz6 un conteo de 100 células en 10 campos aleatorios de 40x de
cada linfoma para determinar la presencia de células en apoptosis o cuerpos

apoptosicos, reconocibles al adquirir la intensa coloracién marron.
5.7. Analisis estadistico

Se analizé6 la normalidad de los datos mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se compararon el indice mitético, el indice de activacion
de caspasa 3 y el indice apoptdsico en los linfomas de las aves reproductoras
pesadas de la estirpe Cobb, testigo y tratados, mediante la prueba de t de
Student. Se considerd un valor de P <0.05 como indicativo de una relacion

significativamente estadistica.
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6. Resultados

6.1. Necropsia

Durante el examen macroscépico de los organos de las aves, se
encontraron en el parénquima hepéatico mdltiples puntos blancos de
aproximadamente 1-3mm de didmetro distribuidos en forma aleatoria en 7
higados del grupo tratado y 5 del grupo testigo. En cuanto al bazo se
encontraron puntos blancos multifocales de 1-3mm en 4 bazos del grupo
tratado y 6 del grupo testigo. En el caso del rifién se observaron areas blancas
irregulares multifocales de 0.1-0.5mm de diametro en 4 animales del grupo
tratado y en 5 del grupo testigo. En 4 corazones de las aves del grupo tratado y
5 del grupo testigo se observaron nédulos blanquecinos, firmes y suaves al
corte, de 5-10mm de diametro en el miocardio, principalmente en el area
ventricular. En dos animales del grupo tratado se observé material blanquecino

abundante, extendido a lo largo y ancho del mesenterio intestinal.

Los proventriculos, pulmones, plexos celiacos, nervios periféricos,
encéfalos e intestinos de los animales del grupo tratado y testigo se observaron
sin cambios patoldgicos aparentes al examen macroscopico.

6.2. Histopatologia
Mediante la tincién de HE se determiné que 15 animales del grupo

tratado y 14 del grupo testigo presentaron lesiones microscopicas que

concuerdan con las lesiones observadas en los animales con la EM.
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6.2.1. Descripcidon microscopica

Higado

Principalmente alrededor de venas centrales y espacios porta se
observan densos agregados de células linfoides neopldsicas pleomorficas con
un alto grado de anisocitosis y anisonucleosis, sostenidas por un fino estroma
de tejido fibrovascular que infiltran el parénquima hepatico y sustituyen a los
cordones hepaticos. En algunas ocasiones se observan numerosos grupos de
células linfoides intravasculares. El indice mitético (IM) observado en cada una
de las secciones con linfoma en este érgano se muestra en el Cuadro 6.2.1.1
(Ver Anexo E). En el grupo testigo la media del IM fue 4.7, mientras que en el
grupo tratado fue 4.86. No hubo diferencias estadisticamente significativas

entre las medias (P>0.05) y se ilustran en el cuadro 6.2.1.10 (Ver Anexo E).

Proventriculo

En la mucosa y entre la tdnica muscular y la serosa se observo un
intenso infiltrado linfoide neoplasico conformado por células pleomorficas
sostenidas por un fino estroma de tejido fibrovascular, con un alto grado de
anisocitosis y anisocariosis. El indice mitético observado en cada una de las
secciones con linfoma en este 6rgano se muestra en el Cuadro 6.2.1.2 (Ver
Anexo E). En el grupo testigo la media del IM fue 5.4, mientras que en el grupo
tratado fue 5.2 y no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre las medias (P>0.05) y se ilustran en el cuadro 6.2.1.10 (Ver Anexo E).
Bazo

En el parénquima esplénico se observé denso infiltrado linfoide
neoplasico conformado por células pleomérficas sostenidas por fino estroma de

tejido fibrovascular, con un alto grado de anisocitosis y anisocariosis que

sustituye a los linfocitos de las pulpas blanca y roja. El indice mitdtico
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observado en cada una de las secciones con linfoma en este dérgano se
muestra en el Cuadro 6.2.1.3 (Ver Anexo E). En el grupo testigo la media del
IM fue 5.8, mientras que en el grupo tratado fue 6.13. No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las medias (P>0.05) y se ilustran en el
cuadro 7.2.1.10 (Ver Anexo E).

Rifidn

En el parénquima cortical se observd denso agregado linfoide neoplasico
conformado por células pleomérficas con un alto grado de anisocitosis y
anisocariosis, sostenidas por fino estroma de tejido fibrovascular, que infiltran el
espacio entre los tubulos contorneados distales y proximales y sustituyen a los
corpusculos renales. El indice mitético observado en cada una de las secciones
con linfoma en este érgano se muestra en el Cuadro 6.2.1.4 (Ver Anexo E). En
el grupo testigo la media del IM fue 5.3, mientras que en el grupo tratado fue de
4.5. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medias

(P>0.05) y se ilustran en el cuadro 6.2.1.10 (Ver Anexo E).

Corazoén

Se observd intenso infiltrado linfoide neoplasico en el miocardio
conformado por células pleomoérficas con un alto grado de anisocitosis y
anisocariosis, sostenidas por fino estroma de tejido fibrovascular. El indice
mitético observado en cada una de las secciones con linfoma en este 6rgano
se muestra en el Cuadro 6.2.1.5 (Ver Anexo E). En el grupo testigo la media del
IM fue de 4.67, mientras que en el grupo tratado fue de 4.28. No se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las medias
(P>0.05) y se ilustran en el cuadro 6.2.1.10 (Ver Anexo E).
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Pulmoén

Se observé intenso infiltrado linfoide neopldsico en el parénquima
pulmonar conformado por células pleomdrficas con un alto grado de
anisocitosis y anisocariosis, sostenidas por fino estroma de tejido fibrovascular.
El indice mitético observado en cada una de las secciones con linfoma en este
6rgano se muestra en el Cuadro 6.2.1.6 (Ver Anexo E). En el grupo testigo la
media del IM fue 4, mientras que en el grupo tratado fue de 3.75. No se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las medias
(P>0.05) y se ilustran en el cuadro 6.2.1.10 (Ver Anexo E).

Nervio periférico

En las secciones del nervio ciatico se observdo edema separando las
fibras nerviosas y un infiltrado linfoide moderado con linfoblastos y linfocitos
pequeinos. No se observaron figuras mitéticas en las secciones con linfoma de

este drgano.

Encéfalo

En el cerebro se observé intensa vasculitis con hipertrofia e hiperplasia
de las celulas endoteliales acompanado de un infiltrado de heterdfilos en las
paredes de los vasos sanguineos. Por otra parte se presenté edema
perivascular al igual que un denso infiltrado linfoide perivascular. No se

observaron figuras mitdticas en las secciones con linfoma de este 6rgano.
Ovario

En la médula y la corteza ovéarica se observd intenso infiltrado linfoide
neoplasico conformado por células pleomérficas sostenidas por fino estroma de

tejido fibrovascular, con un alto grado de anisocitosis y anisocariosis. El indice

mitdtico observado en cada una de las secciones con linfoma en este 6érgano
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se muestra en el Cuadro 6.2.1.7 (Ver Anexo E). En el grupo testigo la media del
IM fue de 5.15, mientras que en el grupo tratado fue 5. No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las medias (P>0.05) y se ilustran en el
cuadro 6.2.1.10 (Ver Anexo E).

Mesenterio

Se observé intenso infiltrado linfoide neoplasico conformado por células
pleomdrficas con un alto grado de anisocitosis y anisocariosis, sostenidas por
fino estroma de tejido fibrovascular. El indice mitético observado en cada una
de las secciones con linfoma en este 6érgano se muestra en el Cuadro 6.2.1.8
(Ver Anexo E). En el grupo testigo no se presentaron neoplasias en el
mesenterio por lo que no se determiné su IM, mientras que en el grupo tratado
fue de 2.6%

Intestino

Se observé denso infiltrado de células linfoides neoplasicas pleomérficas
con un alto grado de anisocitosis y anisocariosis en la mucosa intestinal,
sostenidas por fino estroma de tejido fibrovascular y sustituyen a la lamina
propia de las vellosidades intestinales. El indice mitético observado en cada
una de las secciones con linfoma en este 6rgano se muestra en el Cuadro
6.2.1.9 (Ver Anexo E). En el grupo testigo el promedio del IM fue de 3.7%

mientras que en el grupo tratado fue de 4.2%.
6.2.2. Diagndstico morfologico

El linfoma pleomérfico multicéntrico (higado, proventriculo, bazo, rinén,
corazon, pulmoén, nervio, encéfalo, ovario, mesenterio e intestino) y el infiltrado

linfoide moderado en nervio periférico de las aves de los grupos tratado y

testigo, son coherentes con los hallazgos microscopicos de la EM.
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6.3. Inmunohistoquimica

El indice de activacién de la caspasa 3 en las células neoplésicas en las
secciones de higado, proventriculo, bazo, rifidn, corazén, pulmén y ovario se
ilustran en los cuadros 6.3.1 a 6.3.7 (Ver Anexo E). No se incluyeron para este
analisis las secciones de mesenterio, e intestino debido al bajo n que
presentaron, lo que impedia su comparacion. El indice de activacion de la
caspasa 3 en el grupo testigo fue: en higado 3.25%, proventriculo 3.4%, bazo
2.9%, rindn 3.7%, corazén 3.3%, pulmdn 3.2%, ovario 4%. En el grupo tratado
fue: higado 3.5%, proventriculo 3.3%, bazo 3.2%, rifion 3.7%, corazén 3%
pulmoén 3%, ovario 3.6%. Al comparar las medias de los indices de activacion
de caspasa 3 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05). (Ver cuadro 6.3.8, Anexo E).

6.4. TUNEL

Se determind el porcentaje de fragmentos de DNA 3°OH en las secciones
higado y corazén y se ilustra en los cuadros 6.4.1 y 6.4.2 (Ver Anexo E). El
indice de fragmentos de DNA 3'OH en el grupo testigo fue: higado 0.24%,
corazon 0.21%. En el grupo tratado fue de: higado 0.24% y corazén 0.23%. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medias
(P>0.05). (Ver cuadro 6.4.3 Anexo E).
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7. Discusion

Las lesiones macroscopicas observadas en el presente estudio

concuerdan con las descritas por Calnek®

en la EM, quien menciona que los
tumores viscerales pueden ocurrir en ausencia de lesiones macroscopicas en
los nervios. Los linfomas de la EM en la mayoria de las visceras producen
aumento del tamafio del 6rgano y por lo general una decoloracién blanca o
grisacea. Los linfomas pueden ser nédulos de tamafio variable, de color blanco
o gris, de consistencia firme y suave al corte. El infiltrado linfoide del higado
puede causar la pérdida de la arquitectura lobular. También se pueden
encontrar tumores nodulares en el higado. El corazon afectado puede
mostrarse palido debido al infiltrado difuso o con uno o muitiples nddulos
tumorales en el miocardio. Cuando el proventriculo y el pulmén estan afectados

se puede percibir un incremento en la firmeza del 6rgano a la palpacién®,

La distribucion usual de las lesiones que se presentan los animales con
la EM ha sido descrita por Burmester y Witter’’, Satenes®® e lanconescu et

10 (1986) adapté la informacién y encontré que el higado,

al®®. Pope
proventriculo, bazo, génadas, nervio y cerebro son los 6rganos en que mas
comunmente se presentan las neoplasias en la EM aguda seguidos por el
pancreas, intestino, mesenterio, rindn, corazén, musculo, piel y en menor
medida la bolsa de Fabricio, timo y ojo. Esta informacion concuerda con lo
observado durante el presente estudio en donde el higado, proventriculo y
nervio fueron los érganos mas afectados seguidos por el bazo, rifidn, corazon,
puimon, encéfalo, mesenterio e intestino. No se presentaron alteraciones en el
ojo y por la edad de las aves no fue posible hacer observaciones en la bolsa de

Fabricio y el timo.

Las lesiones microscépicas observadas en el nervio periférico de las
aves en el presente estudio concuerdan con la descripcion hecha por Payne y
Biggs®' y que denominaron lesién tipo B que es principalmente inflamatoria,

caracterizada por un infiltrado ligero a moderado de células linfoides pequenas
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y células plasmaticas, usualmente acompanado de edema y en algunos casos

con desmielinizacion y proliferaciéon de las células de Schwann.

Las lesiones en el Unico cerebro que presentd cambios patoldgicos
microscopicos concuerdan con las observadas y descritas por Gimeno et al.,'"
tras la inoculacion de aves de dos diferentes lineas genéticas con cepas muy

virulentas y muy virulentas+ del serotipo 1 del VEM.

Se ha comprobado que los agentes antineoplasicos operan bajo
diversos mecanismos de accion. Se ha descrito su capacidad para inducir la
formacion de radicales libres (agentes alquilantes y antraciclinas), interferir con
la sintesis de ADN y RNA (antimetabolitos), alteracion de microtubulos
(inhibidores de microtubulos), inhibicion de la funcion cromatica (inhibidores de
la tipoisomerasa)'%. Las Casiopeinas® han mostrado su capacidad de inducir
la muerte celular por apoptosis mediante vias dependientes e independientes
de caspasas, asi como también mediante necrosis e inducir la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) **. Existe evidencia que sugiere que al
estrés oxidativo como un mediador alterno de la apoptosis'®. La adicién de
ERO o la disminucion de antioxidantes enddégenos pueden promover la muerte
celular'®. Igualmente la Casiopeina® Il induce la translocacién de AIF
mitocondrial y apoptosis, con y sin, activacién de caspasa 3 in vitro®. Sin
embargo, su mecanismo de accién in vivo, aun no se ha descrito
completamente y se esta estudiado su posible inhibicion de la mitosis celular.
Al comparar los indices mitéticos encontrados durante el presente estudio en
cada uno de los ¢érganos de los grupos testigo y tratado no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas y por lo tanto no hay evidencia de
algun efecto de la Casiopeina® lli-ia a la dosis de 0.25 mg/kg/c 4 dias sobre

ciclo celular de las células transformadas en el caso de la EM.
Los ultimos anos han sido testigos del impresionante esfuerzo

internacional para establecer el papel de 20 nuevas moléculas en la apoptosis.

Algunas de estas moléculas son receptores, otras parecen incrementar o
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disminuir la probabilidad de que una célula desencadene sus mecanismos
efectores de apoptosis. Todas son estudiadas como posibles blancos en la
terapia antineoplasica'®. Las drogas antineoplasicas aun no se han disefiado
para actuar sobre un especifico blanco celular o molecular. La muerte celular
inducida por los agentes antineoplasicos se ha considerado como una
consecuencia de un blogqueo en la proliferacion celular o simplemente

d106

toxicidad™, pero estudios recientes han mostrado que la mayoria inducen

apoptosis'?.

Algunos farmacos citotéxicos inducen la expresion de CD95L. CD95
hace parte de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral
(TNF). Esto es importante considerando que las células T citotoxicas expresan
CD95L y usan el sistema CD95 como uno de los méas importantes mecanismos
para matar células blanco'®.  El cisplatino, doxorubicina, mitomicina,
fluorouracil y camptothecin han mostrado su capacidad para sensibilizar lineas
de carcinoma de colon y lineas leucémicas y se induce la apoptosis mediante
CD95 por medio de anticuerpos agonistas a CD95L o células asesinas
activadas'® "% Estos hallazgos pueden explicar porque la baja dosificacion de

quimioterapéuticos es efectiva en ciertos tratamientos'®.

La Casiopeina® Ili-ia, un nuevo agente antineopldsico, no indujo muerte
celular por apoptosis en linfomas de aves de la estirpe Cobb con la EM bajo el
régimen usado en este estudio. Los datos muestran bajos niveles de activacion
de caspasa 3 y diferencias no significativas entre los grupos testigo y tratado.
Estos hallazgos difieren con lo encontrado por Trejo et al.,” que observaron la
induccion de muerte celular por apoptosis con activaciéon de caspasa 3 en
cultivos celulares de glioma C6 de rata tratados con Casiopeina® lll-ia. Parece
claro que las Casiopeinas® inducen la muerte celular por apoptotis o necrosis
en células neoplésicas in vitro, pero su mecanismo de accidon en modelos in
vivo aun no esta totalmente esclarecido por lo que se sugiere se continten

realizando estudios encaminados a esclarecer esta incognita.

* Comunicacion personal, Cristina Trejo Solis, 2005.
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La baja activacién de caspasa 3 acompahado de un bajo nivel de
fragmentos de ADN 3" determinado mediante la prueba de TUNEL sugieren
que la muerte celular inducida por la Casiopeina® lll-ia no se realiza mediante
vias dependientes o independientes de caspasas al interior de la célula
transformada en el caso de la EM. Posiblemente los resultados observados en
el presente estudio puedan deberse a una baja dosificacion, asi como a un
protocolo poco agresivo. lgualmente cabe la posibilidad de que los bajos
niveles de apoptosis se puedan relacionar con el dia de sacrificio de las aves o
a que el linfoma inducido por el VEM es refractario a la accion de la

Casiopeina® lll-ia.

Finalmente, con el objeto de determinar si las Casiopefnas®tienen algun
mecanismo de muerte celular in vivo, que incluya a la apoptosis se sugiere la
realizacion de estudios encaminados a determinar la expresién de CD95L, la
liberacién de citocromo ¢, la translocacion mitocondrial de AIF y la generacion

de ERO en modelos animales, asi la determinacién de supervivencia celular.
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Anexo A.
Dosis letal 50

Con la finalidad de determinar la dosis terapéutica a usar en el
tratamiento de las gallinas se realizé un ensayo para conocer la dosis letal en el
50% de la poblacién (DLso) de la Casiopeina®lll ia en esta especie. Se
conformaron seis grupos de cinco gallinas de la estirpe Cobb de 30 semanas
de edad. A cada integrante del grupo se le administré lentamente su dosis
correspondiente por via intravenosa y sélo se consideraron a aquellos animales
que murieron durante las primeras 24 horas (Ver Cuadro). Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el programa Log Probit Analysis y se determiné la
DLso en 0.95mg/kg (P<0.05).

Dosis (mg/kg) Respuesta Respuesta neta
0.5 0 0
0.7 0 0
0.9 40 40
1.1 80 79.99
1.3 100 100
1.5 100 100

Prueba de homogeneidad

Respuesta Esperada Chi — cuadrada
0 0.000122 0.000000
0 1.209414 1.914220
40 33.917984 1.850372
80 85.407051 2.345764
100 98.859962 1.703188
100 99.955658 0.000000

Chi cuadrada total = 7.8156748
Grados de libertad = 4

Numero de ciclos =7

Varianza de la pendiente = 1.988720
Varianza de la intercepcion = 0.008662
Factor de heterogeneidad = 1.593386



Anexo B

Procedimiento de Hematoxilina y Eosina de Harris
Fijacion: Formalina neutra al 10%, estabilizada
Secciones: En parafina
Soluciones:

Alcohol &cido al 1% (C.3)

Agua amoniacal (C.3)

Solucién saturada de carbonato de litio (C.3)

Solucién de eosina — floxina

Combinar en un cilindro de 1000mL

Soluciéon matriz de eosina.........cocoeveienien.n. 100.0mL
Solucion matriz de floxina...........ccoceviiiicne 10.0mL
Etanol al 95%......cccocviiiiiiiii e 780.0mL
Acido acético, glacial...........cccccvveiiiiiiiiinn, 4.0mL

La solucion puede usarse por aproximadamente una semana.

Hematoxilina de Harris
HematoXilina...........oiiii e, 5.0g

[t Talo I VI K010 T 50.0mL



Alumbre de potasio 0 de amonio............coveeeenannn. 100.0g
Aguadestilada...............coooiiiii 1000.0mL

OXIdO r0jO & MEICUIIO. . e, 2.59

Usar un frasco de 2000mL para el alumbre y el agua, y uno mas
pequeno para el etanol y la hematoxilina. Disolver completamente el alumbre
en el agua destilada con la ayuda de calor y de un agitador magnético. Agitar
vigorosamente para disolver la hematoxilina en alcohol a temperatura
ambiente. Remover el alumbre y el agua destilada de la fuente de calor.
Combinar las dos soluciones lentamente. Una vez combinadas las soluciones
regresarlas a la fuente de calor. Hervir la mezcla tan rapido como sea posible.
Remover del calor y afadir lentamente el 0xido de mercurio. Devolver la
solucion a la fuente de calor hasta que se torne de color purpura oscuro.
Remover del calor la solucién y colocarla en un recipiente con agua fria hasta
que baje la temperatura. Ahadir 20mL de &cido acético glacial para intensificar

la tincidn nuclear. Filtrar la solucidén antes de usarse.

Procedimiento

—

Desparafinizar las laminas e hidratar hasta llegar al agua destilada.
Tenir en hematoxilina de Harris, filtrada recientemente, de 6-15 minutos.
Lavar con agua corriente entre 2-5minutos.

Diferenciar en alcohol acido al 1%, 1-2 remojones.

S S A

Lavar brevemente en agua corriente.
Secuencia de tincién

Xileno

Xileno

Alcohol 100%



Alcohol 100%

Alcohol 95%

Alcohol 95%

Alcohol 80%

Agua destilada
Hematoxilina de Harris
Lavado en agua corriente
Agua destilada
Alcohol 80%

Eosina Floxina
Alcohol 95%

Alcohol 95%

Alcohol 100%

Alcohol 100%

Xileno

Xileno

Allen T. Hematoxilina y Eosina en: Prophet E, Mills B, Arrington J, Sobin L,
editores. Métodos Histotecnoldgicos. ARP y AFIP, 1995:55-58.



Anexo C.
Procedimiento de Inmunohistoquimica

Desparafinizacion y rehidratacion

Las secciones fueron sumergidas en xyleno por 5 minutos,
posteriormente fueron lavadas y colocadas en etanol al 95% por tres minutos.
Se repitié este ultimo proceso cuatro veces. Después del lavado las secciones

se mantuvieron en agua destilada por 30 segundos.

Recuperacion del antigeno

Las secciones fueron calentadas en microondas por 10 minutos en &cido citrico
0.01 Mol y pH 6.0.

Protocolo de tincion

Paso 1: se cubrieron las secciones con peroxido de hidrogeno al 3% por

5 minutos tras los cuales se procedié a lavarlas con agua destilada.

Paso 2: se aplicaron los anticuerpos primarios policlonales caprinos,
contra caspasa 3 activada p20 (L-18): sc- 1225 (Santa Cruz Biotechnology, Inc)
a una dilucion de 1:50. Se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizé un lavado con agua.

Paso 3: después de retirar el amortiguador se aplico el anticuerpo
secundario por 15 minutos a temperatura ambiente. Se repitio el lavado

realizado en el paso 2.

Paso 4: se aplicaron las gotas de estreptavidina hasta cubrir la seccion
completamente. Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y se

realizé una vez mas un lavado.



Paso 5: se cubrieron las secciones con la solucion de sustrato-
cromégeno DAKO® Large Volume DAB+ (diaminobenzidina), Code No. K3468

por 30 minutos y posteriormente se lavaron con agua destilada.

Paso 6: se sumergieron las secciones en hematoxilina de Mayer durante
2 minutos. Se lavaron con agua destilada. Posteriormente se deshidrataron y

se cubrieron para su valoracion en el microscopio de luz.

El procedimiento se llevo a cabo usando el robot DakoCytomation Autostainer
Universal Staining System.



Anexo D

TUNEL
Desparafinizacion y rehidratacion

Las laminillas con las muestras fueron sumergidas en xylene por 5
minutos, posteriormente fueron lavadas y se colocaron en etanol al 95% por
tres minutos. Se repitié este Ultimo proceso cuatro veces. Después del lavado
las muestras se mantuvieron en agua destilada por 30 segundos.

Procedimiento

Paso 1: Se inactivo la peroxidasa enddégena mediante el Pereoxidase Block —
Dako Code K 4007

Paso 2: lavado de secciones

Paso 3: se colocé la proteinasa K, Cédigo No. S3020 sobre las muestras y se

incubaron por 30 minutos a 37°C.

Paso 4: lavado de secciones

Paso 5: se permeabilizaron las secciones por 2 minutos en hielo.

Paso 6: se ahadié la mezcla de reaccion de TUNEL y se incub6 por 60 minutos
a 37°C.

Paso 7: lavado de secciones

Paso 8: anadié la antifluorescencia POD y se incubd por 30 minutos a 37°C.

Paso 9: lavar las laminas



Paso 10: colocar el sustrato e incubar por 5 a 20 minutos a temperatura

ambiente

Paso 11: analizar en microscopio de luz.



Cuadro 6.2.1.1. indice mitético en secciones de higado con linfoma

Anexo E

Grupo testigo Grupo tratado

No de caso N No de caso n-
T1 5.2 E2 5.2
T2 6.5 E3 3.5
T3 3.8 E4 5.4
T4 52 E5 6.2
T5 3.5 E6 5.2
T6 2.2 E7 6.5
T7 3.1 E9 4.2
T8 3.8 E10 5.2
T9 7.5 E15 4.2
T10 6.6 E16 3.5
T12 4.8 E17 5.2
T15 4.2 E19 3.5
- - E20 54




Cuadro 6.2.1.2. indice mitético en las secciones de proventriculo con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso N No de caso n

T3 5.5 E4 53
T4 5.5 E5 4.8
T6 6.5 E6 5.5
T8 5.3 E7 55
T9 4.8 E10 54
T15 5.1 E12 5.1
T17 5.4 E14 4.8

E15 4.9

E17 5.6

Cuadro 6.2.1.3. indice mitético en las secciones de bazo con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T3 4.8 E3 6.1
T4 4.2 E4 54
T6 5.3 E12 5.8
T10 7.5 E17 6.1
T15 6.5

T17 8.5




Cuadro 6.2.1.4. indice mitético en las secciones de rifién con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n

T 2.8 E5 4.5
T2 7.5 E6 5.2
T3 5.2 E15 3.2
T7 5.8 E16 5.2
T8 4.2 E17 4.1
T10 3.8 E20 4.8
T12 5.5

T14 7.5

Cuadro 6.2.1.5. indice mitético en las secciones de corazén con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n

T3 3.8 E7 4.8
T6 5.6 E12 3.8
T7 4.8 E15 5.2
T10 3.5 E17 3.8
T12 2.7 E20 3.8
T15 4.8

T17 7.5




Cuadro 6.2.1.6. indice mitdtico en las secciones de pulmén con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T1 35 E7 5
T2 4.5 E12 4
E16 3
E17 3

Cuadro 7.2.1.7. indice mitético en las secciones de ovario con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T4 55 E3 5.5
T7 4.8 E15 4.8
- - E17 47

Cuadro 6.2.1.8. indice mitético en las secciones de mesenterio con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
- - E7 2.4
- - E12 2.8

Cuadro 6.2.1.9. indice mitético en las secciones de intestino con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T4 5.2 E12 4.2
T7 5

19 4.8




Cuadro 6.2.1.10. Comparacion de las medias de los indices mitoticos de los

grupos tratados y testigo

Tejido Testigo Tratado
media ee media Ee
Higado 4.70° 0.45 4.86° 0.28
Proventriculo 5.44% 0.20 5.212 0.11
Bazo 5.852 0.17 6.13° 0.68
Rifion 5.29% 0.59 4.50° 0.31
Corazoén 4.67° 0.60 4.28° 0.30
Pulmén 42 0.50 3.75° 0.92
Ovario 5.15% 0.35 52 0.25

ee: error estandar

a: Sin diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)



Inmunohistoquimica

Cuadro 6.3.1. indice de activacién de caspasa 3 en secciones de higado con

linfoma
Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T1 3.2 E2 3.8
T2 3.5 E3 3.6
T3 2.8 E4 3.3
T4 3.4 E5 3.5
T5 2.8 E6 3.4
T6 2.9 E7 3.5
T7 3.1 E9 3.7
T8 34 E10 3.5
T9 3.2 E15 3.2
T10 34 E16 3.5
T12 3.8 E17 3.3
T15 3.5 E19 3.5

- - E20 3.4




Cuadro 6.3.2. indice de activacion de caspasa 3 en secciones de proventriculo

con linfoma
Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n

T3 3.3 E4 3.1
T4 3.3 E5 3.5
T6 3.3 E6 3.2
T8 3.5 E7 3.1
T9 3.2 E10 3.5
T15 35 E12 3.3
T17 35 E14 3.5

E15 3.5

E17 3.2

Cuadro 6.3.3. indice de activacion de caspasa 3 en secciones de bazo con

linfoma
Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n

T3 3.1 E3 4.5
T4 3.2 E4 3.5
T6 2.8 E12 2.2
T10 2.7 E17 2.5
T15 3

T17 2.4




Cuadro 6.3.4. indice de activacion de caspasa 3 en secciones de rifién con

linfoma
Grupo testigo Grupo tratado

No de caso n No de caso n
T1 3.8 ES 4
T2 35 E6 3
T3 3.7 E15 3
T7 4 E16 5
T8 3.2 E17 3
T10 3.8 E20 4
T12 3.8
T14 3.9

Cuadro 6.3.5. indice de activacion de caspasa 3 en las secciones de corazén

con linfoma
Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n

T3 3.5 E7 3.1
T6 3.4 E12 3.3
T7 2.8 E15 2.8
T10 2.8 E17 3.1
T12 3.3 E20 2.8
T15 3.5

T17 3.5




Cuadro 6.3.6. indice de activacién de caspasa 3 en secciones de pulmén con

linfoma
Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T1 3.1 E7 3.2
T2 3.3 E12 2.8
E16 2.2
E17 3.8

Cuadro 6.3.7. indice de activacién de caspasa 3 en secciones de ovario con

linfoma
Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T4 4.2 E3 4.8
T7 3.8 E15 2.8
- - E17 3.2

Cuadro 6.3.8. Comparacién de las medias de los indices de activacion de

caspasa 3 de los grupos tratados y testigo

Tejido Testigo Tratado
media ee media ee

Higado 3.25% 0.09 3.48% 0.05
Proventriculo 3.37° 0.05 3.32% 0.06
Bazo 2.87° 0.12 3.18? 0.52
Rinén 3.71% 0.09 3.67% 0.33
Corazén 3.26° 0.12 3.03° 0.10
Pulmoén 3.20° 0.10 3? 0.34
Ovario 42 0.20 3.60° 0.61

ee: error estandar

a: Sin diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)



TUNEL

6.4.1. indice de fragmentos de DNA 3"OH en secciones de higado con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T1 0.21 E7 0.23
T2 0.3 E12 0.25
T3 0.25 E15 0.28
T4 0.22 E17 0.21
15 0.2 E20 0.25

6.4.2. indice de fragmentos de DNA 3°OH en secciones de corazdn con linfoma

Grupo testigo Grupo tratado
No de caso n No de caso n
T1 0.25 E7 0.28
T2 0.15 E12 0.2
T3 0.23 E15 0.28
T4 0.22 E17 0.22
15 0.18 E20 0.18

6.4.3. Comparacion de las medias de los indices de fragmentos de DNA 3'OH

de los grupos tratados y testigo

Tejido Testigo Tratado
media ee media ee

Higado 0.24% 0.02 0.24% 0.01

Corazon 0.212 0.02 0.23% 0.02

ee: error estandar

a: Sin diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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